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Riassunto 
 
L’obiettivo della ricerca è stato individuare i possibili effetti degli NOX, inquinanti aerodiffusi 
foto-ossidanti, sui licheni foliosi epifiti. Il lavoro è stato svolto con un particolare riguardo 
nell’individuare le modificazioni indotte a carico del processo fotosintetico del fotobionte 
lichenico attraverso metodi fluorimetrici. Le ricerche condotte hanno approfondito 
inizialmente alcuni aspetti metodologici, individuando, ad esempio, le variabili ambientali che 
influenzano maggiormente la capacità e l’efficienza fotosintetica di questi organismi. 
Successivamente, è stata disegnata una articolata sperimentazione, condotta mediante trapianti 
in siti urbani inquinati e non, che ha permesso di verificare gli effetti degli inquinanti 
aerodiffusi a concentrazioni ambientali in presenza di altri, naturali, fonti di disturbo. Questo 
lavoro dimostra, attraverso misure fisiologiche, che l’arido microclima urbano può essere un 
fattore limitante la fisiologia dei licheni e che la loro tolleranza agli  NOX dipende 
strettamente dalla loro ecologia. 
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1. Introduzione 
 
I licheni, data la loro stretta dipendenza dall'atmosfera per l'apporto idrico e la nutrizione 
minerale, sono estremamente reattivi alla presenza di sostanze che alterano la normale 
composizione atmosferica e possono quindi fornire preziose informazioni sullo stato 
dell’ambiente. Per questo motivo, essi sono ampiamente utilizzati in studi di biomonitoraggio 
dell’inquinamento atmosferico, e, prossimamente, verrà presentata una norma che ne 
standardizzi l’utilizzo a livello europeo (Giordani et al., 2008). 
Una vastissima letteratura scientifica è concorde nell’identificare nell’anidride solforosa (SO2) 
la principale causa del declino delle comunità licheniche nei pressi della aree antropizzate. 
Tuttavia, in tutti i paesi industrializzati, negli ultimi decenni l’inquinamento da SO2 è 
progressivamente diminuito, grazie alla costante riduzione nelle emissioni (European 
Environmental Agency, 2008a). Di conseguenza, è aumentato il ruolo di altri inquinanti, 
prima considerati di secondaria importanza. Tra questi vi sono certamente le sostanze azotate, 
in particolare quelle ossidate (es. NO, NO2, NO2
-, NO3
-), e quindi l’ozono (O3), di cui gli 
ossidi d’azoto (NOX) sono i più importanti precursori (Erisman et al., 2003). L’ozono, 
potendo persistere anche ad alte concentrazioni lontano dalle aree in cui si forma, è 
probabilmente l'inquinante potenzialmente più pericoloso a cui gli ecosistemi agro-naturali e 
urbani saranno esposti nei prossimi decenni, soprattutto nell’area mediterranea (European 
Environmental Agency, 2008b). Sorprendentemente, le informazioni sul comportamento dei 
licheni in presenza degli inquinanti fotochimici sono molto frammentarie e spesso 
contraddittorie (per gli NOX: van Herk, 2001; Davies et al., 2007; per l’O3: Calatayud et al., 
2000; Lorenzini et al., 2003), per cui non si capisce che tipo di informazione stiano 
effettivamente fornendo gli studi di biomonitoraggio lichenico, in particolare quelli basati 
sulle metodiche di bioindicazione (soltanto nell’ultimo decennio, in Italia sono stati pubblicati 
una decina studi di questo tipo, p. es. Giordani, 2007; Loppi & Frati, 2006; Isocrono et al., 
2007). La lacuna conoscitiva sugli effetti degli inquinanti fotochimici deriva sopratutto dalla 
scarsa conoscenza dei meccanismi molecolari tramite cui agiscono NOX e O3 e dal fatto che la 
maggioranza degli studi è stata condotta sulle piante vascolari e non sui licheni, che 
notoriamente possono differire nella risposta alla presenza di sostanze inquinanti. Differenze 
macroscopiche tra questi due gruppi vegetali riguardano proprio le modalità degli scambi 
gassosi con l’ambiente esterno. Le foglie delle tracheofite sono coperte da uno strato 
impermeabile, la cuticola, e gli scambi sono regolati in maniera attiva dagli stomi; i licheni, al 
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contrario, sono una simbiosi tra un fungo, il micobionte, e una o più popolazioni di alghe, i 
fotobionti, il cui metabolismo dipende dalla disponibilità ambientale di acqua, essendo privi 
di organi di assorbimento attivo e di difesa dalla disidratazione (Kershaw, 1985). Indagini sui 
licheni sugli effetti esercitati da potenziali sostanze inquinanti implicano quindi una 
attenzione particolare ai fattori che possono influenzare l’idratazione del materiale e ai 
meccanismi che permettono loro di superare una prolungata criptobiosi, quindi un notevole 
stress foto-ossidativo, che, alla presenza di specifici inquinanti, potrebbero esercitare effetti 
insignificanti o al contrario devastanti. Non va dimenticato che la risposta fisiologica del 
lichene non è quella di un singolo organismo, ma è il risultato dell’interazione tra due 
simbionti evolutivamente molto distanti. Va inoltre sottolineato che la maggioranza degli 
studi svolti finora per verificare la sensibilità dei licheni agli inquinanti fotochimici ha sempre 
considerato separatamente NOX e O3, come se la presenza degli uni non fosse potenzialmente 
legata alla presenza – spaziale se non temporale – dell’altro. Studi di carattere floristico hanno 
osservato come in concomitanza di elevate concentrazioni di ossidi d’azoto ci sia un 
progressivo deterioramento della flora lichenica (p. es. Cepeda Fuentes & García Rowe 1998; 
Isocrono et al., 2007). In base ad imponenti ricerche di campo condotte in Olanda e in 
Inghilterra, van Dobben et al. (2001) e Davies et al. (2007) hanno identificato negli ossidi di 
azoto i principali responsabili del declino della vegetazione lichenica sugli alberi lungo le 
strade. D'altro canto, è stato documentato un aumento delle specie nitrofile, che suggerisce 
come l'azoto ossidato venga prontamente assimilato da alcune specie licheniche (van Herk, 
2002; Cristofolini et al., 2008). I tentativi di trovare correlazioni tra distribuzione dei licheni e 
NOX sono però fortemente ostacolati dalle forti correlazioni positive tra SO2 e NO2, e secondo 
van Herk (2001) sarebbero necessari specifici studi per stabilire se gli ossidi d’azoto sono 
effettivamente dannosi per i licheni. Contrariamente a quanto osservato per gli ossidi d’azoto, 
in diversi studi non è stata osservata una diminuzione della flora lichenica in presenza di 
elevate concentrazioni di O3 (Ruoss & Vonaburg, 1995; Lorenzini et al., 2003). Per quanto 
riguarda lo studio degli effetti di NOX sulla fisiologia di questi organismi, licheni epifiti 
cresciuti o trapiantati presso insediamenti industriali (Holopainen 1984a,b) o trattati con 
fumigazioni o soluzioni saline (Holopainen & Kärenlampi, 1985), mostrano evidenti danni 
ultrastrutturali, con formazione di corpuscoli elettrondensi e degenerazione delle cellule del 
foto- e del micobionte, specialmente dopo trattamento con NO2. Esperimenti di trapianto 
effettuati in una zona di Londra in cui le concentrazioni di NOX superavano gli standard per la 
salute umana (Cirimele et al. 2002), usando una combinazione di visual assessment di 
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abbondanza, fotografia digitale e fluorescenza clorofilliana, evidenziano uno scarso impatto 
sui licheni nel breve periodo; le risposte agli inquinanti varierebbero comunque a seconda 
della specie e dell’età dei talli. Questi autori pongono l’accento sull’importanza di ulteriori 
studi e sulla necessità di approfondire l’uso delle tecniche di fluorescenza clorofilliana per 
stimare gli effetti degli NOX in licheni trapiantati ed autoctoni. Gli studi di fluorimetria 
attualmente sono tra le metodologie più applicate nel campo del biomonitoraggio ambientale, 
con particolare riguardo all’azione degli inquinanti aerodiffusi (Calatayud, 2007). Ad 
esempio, un recente lavoro condotto da nostro gruppo di ricerca ha dimostrato come alcuni 
parametri fluorimetrici (p. es. NPQ) misurati su talli lichenici trapiantati in aree urbane siano 
sensibili alle diverse concentrazioni di NOX presenti nei siti di esposizione (Tretiach et al., 
2007a). 
Questo lavoro, mirato a comprendere gli effetti degli NOX sui licheni foliosi epifiti, è stato 
frutto delle ricerche condotte nel triennio 2006-2008. Il primo anno è stato dedicato a 
comprendere come alcuni fattori ambientali (p. es. luminosità, disponibilità di nutrienti) 
possano modulare le performance fotosintetiche di questi organismi, permettendo, inoltre, di 
perfezionare i protocolli sperimentali di fluorimetria, scambi gassosi e contenuto di clorofille. 
Parte delle ricerche condotte in seguito sono state effettuate presso l’Università di Valencia 
(Spagna), con la supervisione della prof.ssa Eva Barreno, mostrando come l’utilizzo della 
microscopia confocale possa essere impiegata in futuro per comprendere la risposta di questi 
organismi allo stress ossidativo. Le sezioni più consistenti del lavoro constano di due 
esperimenti in cui sono stati osservati gli effetti dell’ambiente urbano su licheni trapiantati. I 
risultati ottenuti sono particolarmente interessanti e mostrano, attraverso dati fisiologici, come 
l’ecologia delle specie e le condizioni microclimatiche possano modulare la risposta dei 
licheni agli NOX. I dati presentati costituiscono una buona base di partenza per la 
comprensione degli effetti di questi inquinanti sui licheni ma supportano anche alcune teorie 
oramai abbandonate conosciute come the drought hypothesis. 
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2. Gli NOX  
 
L’utilizzo dei combustibili fossili causa il rilascio di notevoli quantità di sostanze inquinanti 
nell’ambiente. Tra queste, gli ossidi d’azoto hanno un notevole impatto sull’ambiente. Le loro 
emissioni sono notoriamente implicate nei processi di formazione dell’ozono atmosferico e 
dell’abbassamento dello strato di ozono stratosferico, di acidificazione e di eutrofizzazione 
dei terreni e delle acque, delle piogge acide e dello smog fotochimico, e sono anche tra le 
cause all’origine del global warming (Derwent & Grennfelt, 1996; Gómez-García et al., 
2005). Il termine “ossidi d’azoto” indica in genere tutti gli ossidi di azoto e le loro miscele, in 
quanto l'azoto è in grado di formare diversi ossidi: l'ossido di azoto (NO), il diossido di azoto 
(NO2), il protossido di azoto (N2O), l’anidride nitrosa (N2O3) e l’anidride nitrica (N2O5). 
Questi composti sono prodotti durante i processi di combustione ad elevate temperature (p. es. 
motori a scoppio, centrali termoelettriche, incendi), in quanto ossigeno e azoto, 
rispettivamente il 20.95% e il 78.08% dei gas presenti nell’atmosfera, a temperatura ambiente 
non reagiscono tra loro. La maggior parte degli NOX presenti in ambiente urbano si forma 
all’interno dei motori delle automobili. Gli ossidi di azoto sono sostanze inquinanti 
l'atmosfera, possono essere tossici alla salute umana e alcuni di essi possono reagire con 
l'ossigeno convertendolo in ozono, mentre il triossido ed il pentossido di diazoto possono 
reagire con l'umidità atmosferica a dare acido nitroso e acido nitrico, entrambi presenti nelle 
cosiddette "piogge acide". 
 
NO e NO2: cause e conseguenze 
Tra gli ossidi di azoto, i composti che raggiungono le concentrazioni atmosferiche più 
considerevoli sono il monossido di azoto (NO) e il biossido di azoto (NO2) (Lorenzini & Nali, 
2005). In questo studio, come in tutte le ricerche inerenti la chimica dell’atmosfera (Gómez-
García et al., 2005), per NOX si intende solamente l’insieme di NO e NO2 (ossidi con un solo 
atomo di azoto). 
L'ossido di azoto (NO) è un gas incolore, un forte ossidante e reagisce con materiali 
combustibili e riducenti. NO è la forma primaria che si produce durante la combustione (a 
temperature di ca. 1000 °C, sono ca. il 95% degli NOX totali) e, al contatto con l'aria a basse 
temperature, si trasforma in biossido di azoto: 
 
22 22 NOONO ⇔+  
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Durante le ore del giorno, NO e NO2 sono in un equilibrio determinato dall’intensità 
dell’irraggiamento solare (che converte NO2 in NO) e dalla concentrazione di O3 (che 
reagisce con NO producendo nuovamente NO2). 
NO è la specie più frequente, emessa in quantità elevate ma a basse concentrazioni da fonti 
naturali (eruzioni vulcaniche, incendi, fulmini) e ad elevate concentrazioni dalle fonti 
antropiche (attività civili ed industriali che comportano processi di combustione, come i 
trasporti e la produzione di calore ed elettricità). La tossicità di NO sulla salute umana è 
considerata essere molto inferiore a quella di NO2, che rappresenta attualmente la maggior 
componente gassosa nelle aree fortemente urbanizzate (Frostell & Zapol, 1995; Weinberger et 
al., 2001). È stato osservato che il rapporto NO2/NOX si abbassa dai centri cittadini verso le 
zone periferiche altamente trafficate (p. es. tangenziali) (Davies et al., 2007). Le differenze 
riscontrate nel rapporto NO2/NOX potrebbe essere indotto non solo dalla differente tipologia 
dei processi di combustione (p. es. prevalenza del riscaldamento domestico o del traffico 
automobilistico), ma anche dalla differente temperatura dell’aria, notoriamente più elevata nel 
centro città (Oke, 1995) che potrebbe spostare l’equilibrio verso la formazione di NO2, come 
sopra descritto. La minore tossicità di NO è probabilmente connessa con la presenza 
fisiologica (a concentrazioni µM) di questa molecola all’interno delle cellule, sia animali che 
vegetali (Beligni & Lamattina, 2001). NO è infatti un noto messaggero cellulare ed è 
coinvolto in molti processi biologici, come quali deputati a combattere i ROS: in presenza di 
questa molecola il danno ossidativo è notevolmente inferiore. Contrariamente agli studi 
epidemiologici, in studi di fisiologia vegetale è stato osservato invece che NO aerodiffuso 
potrebbe essere ben più tossico di NO2, nonostante le sue funzioni fisiologiche (Wellburn, 
1990; Mansfield, 2002). 
Il diossido di azoto (o perossido di azoto, NO2) è un gas rosso bruno a temperatura ordinaria, 
dall'odore soffocante e irritante. È più denso dell'aria, pertanto i suoi vapori tendono a 
rimanere a livello del suolo. Esso reagisce con l’acqua dando acido nitrico (HNO3) e, 
conseguentemente, è facilmente sottratto dalla troposfera con le precipitazioni, determinando 
il caratteristico fenomeno delle piogge acide. 
La tossicità di NO2 è ben nota. Effetti acuti causati dalla presenza di NO2 si osservano a 
concentrazioni nell’ordine di qualche centinaio di µg m-3 mentre alcuni studi evidenziano che 
la persistenza in luoghi con concentrazioni di NO2 superiori a 30 µg m
-3 può indurre notevoli 
disturbi a carico del sistema respiratorio (World Health Organization, 2003). Alcuni autori 
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sono giunti anche a conclusioni più drastiche, affermando che la “Sindrome della morte 
improvvisa del lattante” (SISD, Sudden Infant Death Syndrome) possa essere determinata 
proprio dalla presenza di elevate concentrazioni di NO2 (Klonoff-Cohen et al., 2005). 
Gli NOX sono precursori di pericolosi inquinanti secondari come gli acidi nitrici, aerosol 
inorganici e agenti foto-ossidanti. Spesso lo studio delle dinamiche della formazione e della 
persistenza di queste sostanze nell’ambiente è molto complesso. Le reazioni fotochimiche 
possono avvenire con tempistiche diverse, a seconda dalla composizione dell’atmosfera e dai 
parametri meteorologici e le masse d’aria si possono spostare anche in aree distanti prima che 
si formino sostanze secondarie. Una ulteriore caratteristica degli NOX è infatti un’ampia 
mobilità a causa della loro lenta deposizione (Søchting, 1995). 
 
La situazione europea – la direttiva NEC 
Negli ultimi anni, in Europa, sono state registrate notevoli diminuzioni delle concentrazioni 
dei principali inquinanti aerodiffusi; nel periodo 1990-2006, ad esempio, il calo di SO2 è stato 
del 70%, mentre quello degli NOX solo del 33% (European Environmental Agengy, 2008a). 
Nonostante gli abbassamenti, si prevede che solamente 11 degli Stati Membri dell’Unione 
Europea a 27 Stati (Bulgaria, Cipro, Repubblica Ceca, Estonia, Finlandia, Grecia, Lettonia, 
Lituania, Malta, Romania e Slovacchia) riusciranno a contenere le concentrazioni limite 
definite dalla direttiva NEC (National Emission Ceilings) per quattro gruppi di inquinanti 
target (European Environmental Agency, 2008c). La direttiva NEC stabilisce infatti le 
concentrazioni di NOX, NMVOC (Non-Methane Volatile Organic Compounds), SO2 e NH3 da 
raggiungere entro il 2010. Le soglie limite imposte per gli NOX si stanno dimostrando le più 
difficili da raggiungere, in quanto l’attuale incremento dei trasporti su strada è maggiore di 
quello previsto. Coerentemente con la previsione, anche l’Italia probabilmente non riuscirà ad 
abbassare le concentrazioni di NOX entro i limiti previsti (990 kT annue), mentre le 
concentrazioni degli altri inquinanti raggiungeranno molto probabilmente le soglie imposte. 
 
La direttiva 2008/50/CE 
Il sesto programma comunitario di azione in materia di ambiente, adottato con la decisione n. 
1600/2002/CE del Parlamento europeo e del Consiglio del 22 luglio 2002, sancisce la 
necessità di ridurre l’inquinamento a livelli tali che limitino al minimo gli effetti nocivi per la 
salute umana e per l’ambiente nel suo complesso. La direttiva 2008/50/CE del Parlamento e 
del Consiglio Europeo “relativa alla qualità dell’aria ambiente e per un’aria più pulita in 
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Europa” del 21 maggio 2008 istituisce misure volte a definire gli obiettivi di qualità dell’aria 
al fine di evitare, prevenire o ridurre gli effetti nocivi per la salute umana e per l’ambiente. 
In riferimento agli NOX, gli ossidi di azoto sono definiti come la somma dei rapporti in 
mescolamento in volume (ppbv) di NO e NO2 espressi in µg m
-3. La Direttiva riporta i valori 
soglia per la valutazione delle concentrazioni di NO2 e NOX nell’aria ambiente in una zona o 
in un agglomerato (Tab. 2.1) Le valutazioni devono essere fatte sulla base delle “soglie di 
valutazione” superiore e inferiore. Con “soglia di valutazione superiore” si definisce il livello 
al di sotto del quale è possibile combinare le misurazioni in siti fissi con le tecniche di 
modellizzazione e/o le misurazioni indicative al fine di valutare la qualità dell’aria ambiente, 
mentre con “soglia di valutazione inferiore” il livello al di sotto del quale è possibile utilizzare 
solo tecniche di modellizzazione o di stima obiettiva al fine di valutare la qualità dell’aria 
ambiente. I superamenti delle soglie di valutazione devono essere determinati sulla base delle 
concentrazioni del quinquennio precedente per il quale sono disponibili dati sufficienti. Una 
soglia di valutazione si considera superata se, sul quinquennio precedente, è stata superata 
durante almeno tre anni non consecutivi. 
 
Tabella 2.1. Soglia per la valutazione delle concentrazioni di NO2 e NOX nell’aria ambiente in una zona o in un 
agglomerato. Dettagli nel testo. 
 
Valore limite orario per la 
protezione della salute umana 
(NO2) 
Valore limite annuale per la 
protezione della salute umana 
(NO2) 
Livello critico annuale per la 
protezione della vegetazione e 
degli ecosistemi naturali (NOX) 
    
    
Soglia di valutazione superiore 
70% del valore limite 
(140 µg m-3, da non superare più 
di 18 volte per anno civile) 
80% del valore limite 
(32 µg m-3) 
80% del livello critico 
(24 µg m-3) 
Soglia di valutazione inferiore 
50% del valore limite 
(100 µg m-3, da non superare più 
di 18 volte per anno civile) 
65% del valore limite 
(26 µg m-3) 
65% del livello critico 
(19,5 µg m-3) 
        
 
La direttiva, che stabilisce anche le modalità di campionamento e di valutazione dei dati, 
definisce i valori limite per la protezione della salute umana (Tab. 2.2), la soglie di allarme 
per NO2 (400 µg m
-3, misurata su tre ore consecutive) e i livelli critici di NOX per la 
protezione della vegetazione (30 µg m-3), particolarmente problematici in Italia (Fig. 2.1).  
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Tabella 2.2. Valori limite di NO2 per la protezione della salute umana 
Periodo idi 
mediazione 
Valore limite (NO2) 
 
Margine di tolleranza 
 
Data entro la quale il valore limite 
deve essere raggiunto 
    
    
1 ora 
 
 
 
200 µg m-3, da non superare più di 18 
volte per anno civile 
 
 
50% il 19 luglio 1999, con una 
riduzione il 1° gennaio 2001 e 
successivamente ogni 12 mesi secondo 
una percentuale annua costante fino a 
raggiungere lo 0% entro il 1° gennaio 
2010 
1° gennaio 2010 
 
 
 
Anno civile 
 
 
 
40 µg m-3 
 
 
 
50% il 19 luglio 1999, con una 
riduzione il 1° gennaio 2001 e 
successivamente ogni 12 mesi secondo 
una percentuale annua costante fino a 
raggiungere lo 0% entro il 1° gennaio 
2010 
1° gennaio 2010 
 
 
 
    
  
Sulla base di queste indicazioni, gli Stati membri devono quindi mettere in vigore le 
disposizioni legislative, regolamentari e amministrative necessarie per conformarsi alla 
presente direttiva anteriormente all’11 giugno 2010. 
 
 
Figura 2.1. Situazione europea sul superamento della concentrazione critica degli NOX per la vegetazione
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3. Aree di studio 
 
Le misure fisiologiche condotte in questo studio sono state effettuate sopratutto in laboratorio; 
conseguentemente, si è reso necessario individuare alcune aree per la raccolta di campioni 
lichenici. Analogamente, sono stati accuratamente scelti due siti urbani dove esporre i licheni 
durante gli esperimenti di trapianto che saranno successivamente descritti. 
I siti di campionamento e i siti urbani sono stati selezionati sulla base di criteri prestabiliti. 
Per quanto riguarda le aree di campionamento, i criteri sono stati: 
a) presenza di un’area boschiva con copertura arborea uniforme. In tale situazione (dove, 
p. es., prevale la luce diffusa), i licheni sono fisiologicamente adattati a condizioni 
microclimatiche piuttosto omogenee; 
b) assenza di fonti di inquinamento negli immediati paraggi (strade altamente trafficate, 
centri cittadini, estese colture agricole intensive, ecc.); 
c) abbondante presenza del lichene-target stabilito [per gli esperimenti di trapianto, le 
specie studiate sono state Flavoparmelia caperata (L.) Hale e/o Parmotrema perlatum 
(Huds.) M. Choisy e/o Xanthoria parietina (L.) Th. Fr.] sui tronchi esposti a Nord di 
Fraxinus ornus L. subsp. ornus. La scorza liscia del frassino infatti permette di 
raccogliere questi organismi piuttosto rapidamente e senza danneggiare 
eccessivamente i talli; 
d) presenza di frassini diritti (pendenza massima di 10° al suolo), di almeno 32 cm di 
diametro, in maniera tale che porzioni diametralmente opposte dello stesso lichene 
non differissero sensibilmente per l’esposizione; 
e) presenza di talli lichenici di 10 cm di diametro, con lobi ben sviluppati, per facilitare le 
misure fluorimetriche e diminuire la variabilità delle stesse (Baruffo et al., 2008). 
In particolare, si è posta particolare attenzione nel raccogliere i talli esposti a Nord. I talli 
rivolti verso questo orientamento sono cresciuti – con buona approssimazione – agli stessi 
regimi luminosi. I dati riportati successivamente dimostreranno infatti come la differente 
esposizione (p. es. Nord/Sud) possa modulare la fisiologia di questi organismi. Le aree di 
raccolta dei campioni per gli esperimenti di trapianto sono state tutte localizzate nel Carso 
triestino e i dati meteorologici di riferimento per questi siti sono stati resi disponibili da una 
centralina OSMER-ARPA FVG (Osservatorio Meteorologico Regionale) per il monitoraggio 
atmosferico (situata  a Sgonico, TS). I talli sono stati campionati utilizzando un taglierino e 
indossando guanti in lattice, evitando possibili alterazioni fisiologiche dei licheni per il 
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contatto con la pelle [p. es. a causa della presenza di sostanze licheniche. Tale fenomeno è 
evidente in specie come Flavoparmelia soredians (Nyl.) Hale]. I talli, riposti accuratamente 
all’interno di placche petri, sono stati portati in laboratorio dove sono stati puliti 
minuziosamente, sotto la lente di uno stereomicroscopio, da polvere, briofite, pezzi di 
corteccia, ecc., eventualmente adesi al substrato. Qualora la sperimentazione non fosse 
iniziata nei giorni successivi alla raccolta, il materiale è stato de-idratato almeno 24 h in una 
campana di vetro contenete silica gel e quindi riposto in freezer a -20 °C. Le placche petri 
contenenti i licheni sono state conservate in sacchetti all’interno dei quali è stato ottenuto il 
vuoto con una apparecchio commerciale. Il mantenimento dei licheni a -20°C è comunemente 
utilizzato negli esperimenti fisiologia in quanto non altera i processi fisiologici di questi 
organismi (p. es. Honegger, 2003). 
  
Le aree urbane di esposizione dei trapianti lichenici sono state ricercate in base a: 
a) presenza di traffico persistente e, conseguentemente, elevate concentrazioni di NOX; 
b) presenza di un area verde con alcuni alberi maturi, sui quale esporre i campioni; 
c) possibilità di rilevare le concentrazioni degli inquinanti aerodiffusi e dei principali 
parametri meteorologici (p. es. presenza di centraline per il monitoraggio degli 
inquinanti aerodiffusi o possibilità di esporre campionatori passivi). 
 
Devincina, TS – sito di campionamento e controllo 
L’area, identificata all’interno di un bosco caducifoglio, si trova a ca. 2 km della stazione 
FFSS di Prosecco (TS) a 270 m s.l.m. (Fig. 3.1a) (45°42’57’’ latitudine N, 13°44’46’’ 
longitudine E). Nei pressi di questa zona sono presenti naturalmente lungo un transetto di ca. 
50 metri tre situazioni micro-climatiche entro le quali si possono trovare specie licheniche con 
diverse richieste ecologiche, tra le quali quelle utilizzante per l’ultimo esperimento di 
trapianto. Partendo da una strada di ghiaia (Fig. 3.1b) costeggiata da frassini coperti da 
Xanthoria parietina, si prosegue verso SSW per una breve radura fino a raggiungere una 
dolina. Lungo gli alberi della fascia esterna della dolina, Flavoparmelia caperata è molto 
abbondante, mentre Parmotrema perlatum si trova verso il fondo della conca. Mentre le due 
ultime specie citate sono comuni nella boscaglia carsica, soprattutto F. caperata, la presenza 
di estese popolazioni di X. parietina in queste zone, dove le colture agricole sono limitate, 
sono rare. Il ritrovamento di talli relativamente grandi (fino a 15 cm di diametro) di questa 
specie in questo sito è da attribuirsi al sollevamento di polveri calcaree dal tratturo piuttosto 
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che alla presenza di possibili fonti di azoto di origine agricola. Possibili fonti di disturbo 
antropico possono provenire da una strada asfaltata scarsamente trafficata, a ca. 300 m, o dalla 
strada provinciale SP35, distante ca. 1.5 km. Non sono presenti veri e propri impianti 
industriali e l’intera area, analogamente al sito di Gropada, presenta un elevato livello di 
naturalità (Miani et al., 2003).  
 
Gropada, TS – sito di campionamento e controllo 
L’area, simile per copertura e formazione vegetale al sito di Devincina, si trova nei paraggi di 
una strada poco trafficata che collega Basovizza a Gropada (comune di Trieste), collocato a 
406 m s.l.m. (Fig. 3.1a,c) (45°42’22’’ N, 13°45’29’’ E). Gli alberi dominanti, frequentissimi 
nell’altopiano carsico, sono Quercus pubescens Willd. e Fraxinus ornus L. subsp. ornus i cui 
tronchi sono spesso completamente coperti dal lichene mesofilo Flavoparmelia caperata. 
Nella zona si trovano alcune grotte, abissi (p. es. Grotta del Cristo, Abisso Plutone) e diverse 
alcune doline, nel fondo delle quali, grazie al clima più umido e fresco, si possono trovare 
alcune popolazioni di Parmotrema perlatum, una specie spiccatamente sciafila. Le fonti di 
disturbo più vicine sono rappresentate dai piccoli centri urbani di Gropada e Padriciano, 
distanti ca. 3 km. 
 
Piazza della Libertà, TS - sito urbano di esposizione 
Piazza della Libertà (Fig. 3.1a,d,e) (45°39’25’’ N, 13°46’21’’ E) è uno dei punti nevralgici di 
Trieste. Essa è un crocevia tra diverse strade caratterizzate da elevato flusso veicolare quali 
viale Miramare, arteria di ingresso al centro cittadino, via Ghega e Corso Cavour, 
quest’ultimo un viale a 5 corsie. La piazza, delimitata esternamente da queste strade, è 
caratterizzata da un’intensa e persistente circolazione di mezzi, sia di giorno che di notte. Il 
traffico è ulteriormente sostenuto per la presenza della stazione ferroviaria, della stazione 
delle autocorriere e dei capolinea di svariate linee di autobus urbani. Il centro della piazza è 
dominato da un giardino di circa 400 m2, recentemente ristrutturato, caratterizzato da una 
trentina di imponenti ippocastani (Aesculus hippocastanum L.). 
 
Piazzale Osoppo, Udine - sito urbano di esposizione 
Questo piazzale (46°03’25’’ N, 13°14’43’’ E) è un nodo viario fondamentale di Udine, 
trovandosi all’incrocio di diverse arterie che dalla periferia portano al centro del capoluogo 
friulano (via A. Caccia, via A. Diaz, via F. Di Toppo e viale San Daniele) (Fig. 3.1a,f,g). Il 
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flusso veicolare di queste strade è notevole ed è causa di elevate concentrazioni di inquinanti 
aerodiffusi, tra le più elevate in regione (Pellizzari, 2009). Il centro del piazzale è 
caratterizzato dalla presenza di alcuni giardini con alberi, tra i quali due bagolari (Celtis 
australis L. subsp. australis), uno al centro del piazzale e l’altro all’incrocio tra il piazzale e 
via Caccia, utilizzati per l’esposizione dei campioni lichenici. 
 
Monitoraggio delle condizioni ambientali 
Nei siti urbani, il monitoraggio degli inquinanti è stato effettuato dai sistemi di rilevamento 
installati nelle centraline ARPA FVG (Azienda Regionale per la Protezione dell’Ambiente del 
Friuli Venezia Giulia). Ogni centralina è dotata, oltre  agli strumenti necessari per misurare le 
concentrazioni degli inquinanti, di un computer e di un modem per l’acquisizione e l’invio dei 
dati al Centro di Gestione dell’ARPA. Analogamente, secondo le necessità, sono stati 
acquisiti i dati riguardanti i principali parametri meteorologici rilevati dalle centraline 
OSMER-ARPA FVG situate a Sgonico, TS (nell’altopiano carsico, a ca. 2 km NNE dal sito di 
Devincina e a ca. 10 km NW dal sito di Gropada) e a Sant’Osvaldo, UD (a ca. 3 km NNE dal 
sito di P.le Osoppo). I dati relativi alle condizioni meteorologiche di P.za della Libertà, 
qualora non fossero stati disponibili dalla centralina ARPA, sono stati registrati dalla 
centralina afferente al Dipartimento di Scienze della Terra (Università degli Studi di Trieste) 
locata in P.za Hortis, TS (distante ca. 1 km SW) e dalla centralina di Molo F.lli Bandiera (a 
1.5 km SSW). I dati meteorologici pregressi mostrano che l’altopiano carsico e i due siti 
urbani presentano inoltre due situazioni climatiche distinte, come già osservati in precedenti 
lavori lichenologici (Nimis, 1985a,b; Tretiach et al., 2007a), in quanto il clima a Trieste è più 
secco e temperato rispetto a quello di Udine e di Sgonico (Tab. 3.1) 
 
Tabella 3.1. Precipitazioni annue totali, medie annuali di temperatura e umidità dell’aria rilevati dalle centraline 
OSMER di Sgonico, Trieste Molo Bandiera e Udine Sant’Osvaldo nel triennio 2006-2008. 
  SGONICO   TRIESTE*   UDINE 
            
 2006 2007 2008  2006 2007 2008  2006 2007 2008 
                        
            
prec. (mm) 1023.4 1122.4 1508.4  777.6 798.6 926.9  1066.6 1246.0 1890.2 
°C 12.9 ± 7.8  13.7 ± 6.4 13.4 ± 6.8  15.5 ± 7.1 16.2 ± 6.2 15.7 ± 6.7  14.0 ± 7.8 13.8 ± 6.6 13.6 ± 7.2 
% RH 64 ± 9 67 ± 10 67 ± 6  60 ± 4 63 ± 7 68 ± 5  70 ± 7 71 ± 8 77 ± 5 
                        
* I dati riportati sono stati rilevati da una centralina antistante al mare, quindi i dati non sono da ritenersi pienamente rappresentativi del 
microclima urbano, tendenzialmente ancora più caldo e secco. 
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Figura 3.1. (a) Localizzazione delle aree di campionamento e di esposizione: Devincina (A1), Gropada (A2), 
Trieste (B) e Udine (C); (b) Devincina, particolare del tratturo dove è stata campionata Xanthoria parietina; (c) 
Gropada; (d*, e) P.za della Libertà, Trieste; (f*, g) P.le Osoppo, Udine. 
*immagini tratte da GoogleTM Earth,  © 2009 Digital Globe. 
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4. Metodologie utilizzate 
 
In questo lavoro, sono state utilizzate più metodologie al fine di monitorare possibili le 
condizioni fisiologiche dei licheni al momento della raccolta o successivamente al trapianto. 
In seguito, sarà evidente come i risultati ottenuti attraverso diverse tecniche, ma su materiale 
morfologicamente e geneticamente uguale, si possano integrare per descrivere, in maniera più 
esauriente, gli effetti indotti dalla stessa variabile ambientale. Vengono quindi presentate le 
metodologie utilizzate, con una breve contestualizzazione del loro utilizzo in ambito 
lichenologico. 
  
4.1 Scambi Gassosi 
Nella simbiosi lichenica, il carbonio è assimilato dal fotobionte sottoforma di CO2 attraverso 
il processo fotosintetico ed è esportato al micobionte sottoforma di zuccheri organici (polioli o 
glucosio). La crescita in biomassa dell’organismo dipende dalla differenza tra la quantità di 
carbonio assimilata attraverso la fotosintesi e la perdita dello stesso attraverso la respirazione 
(Palmqvist & Sundberg, 2000). Il fotobionte (alga o cianobattere) è fotosinteticamente attivo 
solamente se il lichene è idratato ed esposto alla luce. La fotosintesi lichenica è vincolata dalla 
presenza di acqua, luce e nutrienti, ma può essere limitata anche da elevate temperature (oltre 
i 20 °C) e dalla lenta diffusione di CO2 all’interno del tallo eccessivamente idratato. Il 
rapporto tra i ratei di respirazione del foto- e del mico- bionte sono stati raramente quantificati 
e, attualmente, non è possibile stimare i ratei di turn-over del carbonio all’interno dei due 
simbionti (Kershaw, 1985; Palmqvist, 2000). I primi studi mirati a quantificare gli scambi 
gassosi in questi organismi risalgono agli anni ’20 (p. es. Henrici, 1921; Fraymouth, 1928), 
ma solo a partire dagli anni ’60 le ricerche sulla fisiologia di questi organismi cominciò a 
riscuotere molto interesse (p. es. Pearson & Skye, 1965; Bednar & Smith, 1966). Negli anni 
’70, l’introduzione anche negli studi lichenologici degli strumenti IRGA (Infrared Gas 
Analyzer), determinò la crescita esponenziale delle ricerche sulla fotosintesi dei licheni. 
Precedentemente, infatti, la stima dei ratei di assorbimento/produzione di CO2 veniva 
effettuata con metodi che necessitavano la distruzione del materiale, come la stima del 14C 
assimilato [Šesták et al. (eds.), 1971]. Gli IRGA, dopo più di 40 anni dalla loro invenzione 
(Brown, 1968), sono ancor oggi gli strumenti più utilizzati per misurare gli scambi gassosi tra 
gli organismi fotosinteticamente attivi (licheni compresi) e l’ambiente. Gli IRGA misurano, 
sulla base di principi spettrofotometrici (sfruttando il picco di assorbimento nell’infrarosso, 
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attorno 4.6 µm, della CO2) le variazioni di concentrazione di CO2 tra l’aria che entra e quella 
che esce dalla camera fogliare in cui viene posto il campione. L’ecofisologo che ha 
contribuito maggiormente a descrivere le performance fotosintetiche di questi organismi è 
stato Otto Ludwig Lange (1927 – presente), con oltre 160 pubblicazioni (ca. il 45% della sua 
produzione) dedicate alla fisiologia dei licheni (Büdel, 2007). 
 
Lo strumento impiegato: il LI-COR 6200 
Lo strumento impiegato in questo studio è un LI-COR 6200 (LI-COR inc., Nebraska, USA) 
(Fig. 4.1.1a), un sistema chiuso costituito da una camera fogliare collegata ad un gas 
analizzatore a raggi infrarossi (IRGA). Lo strumento, presente da alcuni decenni nel 
laboratorio di ecofisiologia del Dipartimento di Scienze della Vita (già Dipartimento di 
Biologia) dell’Università degli Studi di Trieste, è frequentemente utilizzato per misurare i 
ratei di scambi gassosi dei licheni (p. es. Tretiach & Carpanelli, 1992; Tretiach & Geletti, 
1997; Tretiach et al., 2005). L’utilizzo dello strumento su materiale differente da una foglia, 
per la quale è stato progettato il LI-COR 6200, ha necessitato alcuni accorgimenti tecnici, 
come l’utilizzo di reticoli dentro i quali sono stati inseriti i campioni da analizzare. Questi 
reticoli, costituiti dal fondo di una petri su cui sono stati appositamente fissati dei fili di nylon, 
mantengono i lobi dei licheni foliosi fermi e distesi in posizione orizzontale (Fig. 4.1.1b). Il 
sistema usato è stato quello a circuito chiuso: la miscela gassosa viene pompata dalle cuvette 
(una di riferimento e una in cui è presente il campione) alla cella di rilevamento e viceversa. 
La radiazione infrarossa passa attraverso le celle; viene così misurata, ad intervalli di tempo 
costanti, la differenza di assorbimento della radiazione da parte delle miscele contenute nelle 
cuvette. Questa differenza è tradotta dallo strumento in concentrazione di CO2. I flussi sono 
misurati in µmol CO2 m
-2 s-1, impostando di default un’area unitaria [per una descrizione 
dettagliata del funzionamento dell’IRGA si rimanda a Kershaw (1985), Tretiach (1992) e 
Baruffo (2007)]. Successivamente, i ratei misurati devono essere rapportati al peso e/o 
dell’area del campione analizzato. Lo strumento è completato da un data-logger che riceve ed 
elabora i segnali provenienti dall’IRGA. Una parte del flusso d’aria, pompata attraverso il 
circuito esterno che collega l’IRGA alla camera fogliare, può essere deviata in un circuito 
secondario contenente magnesio perclorato idrato [Mg(ClO4)2], il quale sottrae vapor acqueo 
al flusso d’aria proveniente dalla camera mantenendo costante la pressione di vapore 
all’interno del sistema. Le pareti della camera fogliare utilizzata (3990 cm3 di volume) sono 
costruite con due materiali plastici rigidi e trasparenti (Lexan Margard®) che minimizzano la 
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formazione di condensa, mentre il lato superiore è costituito da un sottile foglio di 
Propafilm™ per impedire l’eccessivo riscaldamento della camera. I sensori presenti 
all’interno della camera foliare misurano la temperatura del campione e la temperatura e 
l’umidità dell’aria. Per garantire la qualità del dato, prima di ogni sessione di misure è stata 
effettuata la calibrazione dello strumento [descritta da Pavanetto (2007)]. 
 
 
Figura 4.1.1. (a) LI-COR 6200; (b) il reticolo utilizzato per le misure di scambi gassosi 
 
Note relative all’utilizzo del LI-COR 6200 
- Rinnovo del dessiccante saturo d’acqua 
Lo stato di idratazione del dessiccante deve essere monitorato frequentemente (ca. ogni 10 
misure) e, se idratato, è necessario rinnovarlo parzialmente. L’accumulo dell’eccesso di acqua 
all’interno del circuito secondario in questione è dovuto sia alle caratteristiche fortemente 
igroscopiche di questa sostanza, sia alla notevole quantità d’acqua persa dai licheni durante le 
misure di scambi gassosi. La mancanza di ricambio del dessiccante umido induce una 
variazione nella pressione di vapore all’interno del sistema e quindi causa errori strumentali. 
Ogni qualvolta che si rinnova il dessiccante, è necessario effettuare alcune misure su 
materiale umido (p. es. carta bagnata o, meglio, ulteriore materiale lichenico) per introdurre 
una certa quantità di vapor acqueo nel sistema, affinché non vi sia un iniziale eccessivo 
assorbimento di umidità da parte del dessiccante appena sostituito sul materiale sperimentale, 
con la conseguente restituzione di improbabili ratei di scambio gassoso. Queste misure di re-
umidificazione del sistema devono essere ripetute fintanto che non si registrino ratei costanti 
di assimilazione di CO2 sul materiale di prova. 
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- Download dei dati 
Il data-logger del LICOR 6200 memorizza i dati relativi a: ratei di assimilazione di CO2, 
concentrazione di CO2, umidità e temperatura dell’aria della camera foliare, temperatura del 
campione e flusso della CO2 attraverso il dessiccante. La memoria del data-logger è piuttosto 
ridotta e permette il salvataggio di sole 100 righe di testo (ca. 30 misure), e spesso è 
necessario interrompere la sessione di misure per lo scaricamento (download) dei dati. 
Strumenti piuttosto datati come il LI-COR 6200 sono dotati di una porta seriale RS-232 a 25 
pin, in disuso oramai da metà degli anni ’90: per lo scaricamento dei dati si è provveduto a 
collegare un adattatore tra la porta del LI-COR e la porta RS-232 a 9 pin di un PC portatile 
appositamente acquistato (HP NC6320, Hewlett-Packard Development Company, CA, USA), 
in quanto adattatori di tipo RS-232/USB si sono rivelati inefficienti. 
 
Curve RWC-RC 
I licheni sono organismi peciloidrici e quindi non in grado di controllare il loro stato di 
idratazione. In natura, la loro de-idratazione può essere dovuta a diversi fattori, come l’intenso 
irraggiamento, le elevate temperature ambientali, la presenza di intense e frequenti folate di 
vento, ma soprattutto essa dipende dal potenziale idrico dell’aria (Kershaw, 1985). La de-
idratazione causa nei licheni alterazioni su diversi fronti, strutturali e fisiologici, quali, ad 
esempio, l’ultrastruttura degli organelli, la struttura di membrana e la fotosintesi (Lange 1980; 
Lange et al., 1993). Tali modificazioni sono generalmente reversibili ad una successiva 
idratazione del tallo. Il contenuto idrico del tallo è comunemente definito RWC (Relative 
Water Content) ed è espresso come il rapporto percentuale tra la quantità d’acqua del 
campione ed il suo peso secco (Lange, 1980): 
 
100% ×
−
=
SeccoPeso
SeccoPesoUmidoPeso
RWC  
 
In corrispondenza del contenuto idrico ottimale, il rateo fotosintetico è massimo; tale 
peculiarità fisiologica (analogamente ad altri organismi peciloidrici come i muschi) è 
determinata dalla scarsa diffusione della CO2 entro il tallo soprasaturo d’acqua (Kershaw, 
1985; Palmqvist, 2000). Il rateo fotosintetico può risultare infatti  depresso ad elevati valori di 
RWC (maggiori a ca. 150% nei licheni foliosi epifiti, come osservato in questa 
sperimentazione), fenomeno che è chiamato “soprasaturazione” (Lange et al., 1993). Le curve 
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in risposta al contenuto idrico del tallo (RWC-RC, Relative Water Content – Response Curve) 
descrivono quantitativamente la variazione del rateo di assimilazione di CO2 al variare del 
RWC. Questo tipo di curve sono state effettuate idratando i campioni fino ad un contenuto 
idrico soprasaturante (ca. 200-250% RWC) immergendoli prima in acqua distillata per alcuni 
minuti e quindi, per rimuovere l’acqua superficiale, agitati all’interno di una petri chiusa, 
come suggerito da Lange (1980). Ogni campione è stato sottoposto a cicli di misure di 
respirazione (0 µmol photons m-2 s-1) e fotosintesi (a intensità di luce costante, in questa 
sperimentazione sempre a 200 µmol photons m-2 s-1) alternate alle pesate necessarie per 
associare ad ogni rateo il corrispettivo RWC. Durante le misurazioni, temperatura e 
concentrazione di CO2 sono state rispettivamente 20±1 °C e 360±10 ppb. Ogni ciclo di misure 
è terminato quando i campioni risultavano de-idratati (ca. 10% RWC) ovvero quando le 
attività di scambio gassoso non erano più rilevabili dallo strumento. Rapportando i valori di 
assimilazione di CO2 e RWC all’area (o, in alternativa,  al peso secco del campione dopo 24 h 
in stufa a 80 °C), sono state quindi costruite le curve RWC-RC (Fig. 4.1.2), necessarie a 
determinare il contenuto idrico ottimale al quale condurre le curve in risposta alla luce (LRC). 
 
 
Figura 4.1.2. Esempio di RWC-RC ottenuta su un campione di Lobaria pulmonaria (L.) Hoffm. In ascissa è 
riportato il contenuto idrico del tallo e in ordinata il rateo di scambio gassoso. 
 
Curve LRC 
La curva in risposta alla luce (LRC, Light Response Curve), in maniera analoga alla RWC-
RC, si ottiene misurando i ratei di scambio gassoso al variare dell’intensità luminosa. Il 
campione viene mantenuto al contenuto RWC ottimale stimato dalla RWC-RC. Partendo 
dalla misura di respirazione del campione (0 µmol photons m-2 s-1), l’intensità luminosa 
incidente sulla superficie del tallo è stata aumentata ad ogni ciclo di misure, fino a 
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raggiungere l’intensità massima strumentale (1100 µmol photons m-2 s-1). Prima di ogni 
misura, ogni campione è stato portato ad un RWC superiore a quello ottimale (ca. +10%), in 
maniera tale che, durante la de-idratazione conseguente, fosse possibile raggiungere il 
contenuto idrico ottimale e quindi misurare il massimo rateo di assimilazione di CO2 indotto 
dall’intensità luminosa utilizzata. Analogamente alle RWC-RC, i ratei fotosintetici delle LRC 
possono essere espressi su peso o, più frequentemente, su area. In questa sperimentazione, le 
LRC sono state ottenute illuminando i campioni a 30, 60, 120, 180, 300, 500, 700, 900, 1100 
µmol photons m-2 s-1. L’intensità luminosa in questo lavoro è sempre stata espressa come 
densità di flusso fotonico fotosinteticamente attivo (PPFD, Photosynthetic Photon Flux 
Density). Nella figura (Fig. 4.1.3) è riportato un esempio di LRC 
 
 
Figura 4.1.3. Esempio di LRC. Sono stati riportati: i ratei di assimilazione di CO2 (in ordinata) indotti dalle 
rispettive intensità luminose (in ascissa), la retta di interpolazione dei primi ratei di assimilazione, la curva di 
interpolazione dei valori osservati (calcolata in base alla funzione di Smith) e la retta con funzione y = 95% 
Pnmax necessaria ad identificare la PPFD definita saturante (linea tratteggiata). Ulteriori dettagli nel testo. 
 
Di seguito vengono introdotti i principali parametri desunti da una LRC, descrittori della 
performance fotosintetica del campione indagato. 
 
DR: valore di respirazione del lichene al buio (dark respiration). Si suppone che sia 
il fungo a contribuire maggiormente alla produzione di CO2 in quanto le ife 
fungine costituiscono la gran parte della biomassa del lichene; 
 
Pnmax:  valore massimo misurato di fotosintesi netta (Pn, net photosynthesis); 
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Pgmax:   valore massimo misurato di fotosintesi lorda (Pg, gross photosynthesis), 
calcolato come Pnmax + |DR|, assumendo che la respirazione è dovuta al 
micobionte e rimane inalterata alla luce; 
 
α:   efficienza massima ipotetica dell’assimilazione di CO2 e pendenza iniziale 
della LRC, calcolato come il coefficiente angolare della retta di regressione dei 
valori di fotosintesi netta fino a 60 µmol photons m-2 s-1 e ponendo il valore di 
respirazione al buio come intercetta (Fig. 4.1.3). 
 
ΦCO2:  Pg PPFD
-1, efficienza fotosintetica dell’assimilazione di CO2 ad una data 
intensità luminosa; 
 
PPFDIk:  calcolata come Pgmax α
-1, è l’intensità luminosa più elevata alla quale 
l’efficienza fotosintetica permane comunque massima (Kroon et al., 1992). 
PPFDIk identifica la zona di transizione della LRC tra le fase di assimilazione 
di CO2 limitata dalla luce (PPFD<PPFDIk) e l’assimilazione di CO2 limitata da 
altri fattori (come la concentrazione stessa di CO2, PPFD>PPFDIk) (Henley, 
1993); 
 
PPFDsat: intensità luminosa saturante (ad intensità luminose maggiori non si osservano 
ulteriori aumenti nell’assimilazione di CO2). È definita come l’intensità 
luminosa necessaria a raggiungere il 95% di Pnmax (o Pgmax). Tale assunzione è 
necessaria per definire in maniera univoca l’inizio della fase di plateau della 
LRC (Fig. 4.1.3) (Lange et al., 1991). 
  
PPFDcomp: punto di compensazione alla luce. È l’intensità luminosa alla quale non si 
osserva assimilazione apparente di CO2. 
 
Pgmax, DR e α sono i parametri necessari a descrivere l’equazione di Smith (Smith, 1936), 
frequentemente usata negli studi di fotosintesi di alghe e licheni per interpolare i valori di 
assimilazione di CO2 relativi ad una LRC (Lange et al., 1991): 
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L’equazione di Smith, analogamente ad altre funzioni (vedi p. es. Henley, 1993) permette di 
descrivere la risposta alla luce di organismi fotosinteticamente attivi. In buon accordo con 
precedenti lavori (Lange et al., 1991; Green et al., 1997), anche in questo lavoro è stato 
osservato che la funzione permette tracciare adeguatamente l’andamento dei valori osservati 
(Fig. 4.1.3). Per determinare l’intensità di luce definita come saturante (PPFDsat), come sopra 
descritto, è stata interpolata graficamente la retta di equazione y= 95% Pnmax con la curva di 
Smith (per tale scopo è stato utilizzato il programma SigmaPlot 11.0 (Systat Software Inc., 
CA, USA). La curva di interpolazione infatti è descritta da un’equazione empirica e non 
permette di risalire al valore di intensità luminosa mediante calcoli matematici (Smith, 1936). 
Inoltre, α è stato calcolato dalla linea di regressione calcolata sui primi tre ratei misurati 
(Lange et al., 1991); è stato osservato infatti che il valore di α calcolato sulle prime due o sulle 
prime quattro (o più) misure non permette di ottenere delle equazioni di Smith rappresentative 
della corrispettiva LRC. Questo metodo grafico empirico è usato comunemente negli studi di 
ecofisiologia (Green et al., 1997; Pintado et al., 2005). 
 
Ulteriore strumentazione impiegata 
-Sorgenti di luce 
Le misure di scambio gassoso e di fluorescenza sono state effettuate utilizzando il dispositivo 
FL–400 (Fig. 4.1.1a) e il più recente FL-460 Lighting Unit (Walz, Effeltrich, Germany), 
entrambi collegati alle rispettive unità 460-F di fibra ottica (lunghe ca. 120 cm) terminanti con 
una piastra illuminante del diametro di ca. 12 cm. Questi apparecchi utilizzano come sorgente 
di luce una lampada alogena interna a 24 V / 250 W e forniscono uno spettro di emissione 
simile a quello solare. 
 
-Fotometri 
L’intensità luminosa, espressa come PPFD (vedi sopra) è stata misurata attraverso tre 
strumenti, calibrati tra loro, a seconda della tipologia delle sperimentazioni. Gli strumenti 
impiegati sono stati un fotometro HD 2302.0 (Delta Ohm, Padova), un Micro–Quantum 
2060–M Sensor (Walz, 145 Effeltrich, Germany) e il sensore incorporato nel LI-COR 6200. 
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-Bilance 
Sono state utilizzate due bilance da laboratorio, caratterizzate da differente precisione; alcune 
pesate di calibrazione hanno verificato la coerenza tra i due strumenti. 
Bilancia analitica DV215CD (Ohaus Corp., NJ, USA), con portata 210 g e precisione 0.1 mg. 
Questa bilancia è stata utilizzata per le misure più accurate, come le pesate dei campioni 
secchi o dei campioni utilizzati per la stima del contenuti di pigmenti fotosinteticamente 
attivi. 
Bilancia da campo MK 50-C (Chyo Balance Corp., Japan), con portata 50 g e precisione 1 
mg. Questo strumento è stato utilizzato soprattutto per le pesate durante le misure di scambi 
gassosi per determinare il (provvisorio) RWC, quando cioè si necessitava una rapidità di 
acquisizione della misura. 
 
Calcolo dell’area e dei pesi secchi 
La misura della superficie dei campioni utilizzati è stata effettuata seguendo un protocollo che 
parzialmente si è basato sulle procedure descritte da Palmqvist et al. (1998). Per misurare 
l’area di un tallo lichenico, questo (secco o idratato a seconda della sperimentazione) veniva 
posto sulla lastra dello scanner (V100 Perfection, EPSON, Japan) per la cattura dell’immagine 
rappresentativa della sua superficie. L’immagine, in scala 1:1 e risoluzione di almeno 300 dpi, 
veniva acquisita attraverso un apposito programma (p. es. EPSON Scan, EPSON, Japan). 
L’immagine (in formato tiff), con un programma adeguato (p. es. Paint Shop Pro Photo XI, 
Corel Corp., Canada), veniva quindi ridotta alla profondità di due colori (bianco/nero) in 
modo tale da discriminare selettivamente la superficie del tallo (diventata quindi totalmente 
nera) dallo sfondo (bianco). Successivamente, dapprima venivano quantificati i pixel neri 
dell’immagine (con la funzione “istogramma” nel programma utilizzato) e in secondo luogo 
annotata la dimensione dell’immagine sia in termine di area che di pixel (risalendo, con il 
programma alle informazioni sulle “dimensioni originali”). L’area del tallo veniva quindi 
quantificata convertendo i pixel in cm2 attraverso la formula: 
 
)(
)()(
)(
2
2
pixelimmagine
pixelneraareacmimmagine
cmlicheneArea
×
=  
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Gran parte delle misure sperimentali ha necessitato la determinazione del peso secco dei 
campioni. Terminata la sperimentazione, i campioni venivano lasciati ad asciugare all’aria per 
24 h in laboratorio (ca. 40% RH, 18°C, 0 µmol photons m-2 s-1) e successivamente per 
ulteriori 24h in campane ermetiche contenenti silica gel. Il materiale veniva quindi pesato e 
successivamente lasciato per ulteriori 24 h in stufa a 80°C. Al termine, i campioni venivano 
lasciati ulteriori 2 ore in campana con silica gel prima delle pesate definitive. 
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4.2 Misure fluorimetriche PAM 
 
Natura della fluorescenza e fluorescenza della clorofilla a 
È definita fluorescenza una qualsiasi luminescenza emessa, per un breve periodo di tempo, 
entro 10-8 s o meno dall'assorbimento della radiazione luminosa. Se il ritardo è dell'ordine di 
10-6 s, essa è denominata “fluorescenza ritardata”, mentre un ritardo maggiore 
contraddistingue la fosforescenza. L'assorbimento della luce avviene secondo quantità 
discrete, dette quanti: quando un quanto di luce (fotone) è assorbito da una molecola, un 
elettrone di valenza è promosso in un orbitale a energia maggiore formando uno stato eccitato. 
Quando questo elettrone ritorna al suo orbitale originario a minore energia, detto ground state, 
un quanto di luce viene emesso (Fig. 4.2.1). 
 
 
Figura 4.2.1. Rappresentazione schematica delle dinamiche di emissione di fluorescenza 
 
La fluorescenza è una delle possibili de-eccitazioni per mezzo delle quali un elettrone in uno 
stato eccitato cede energia per ritornare al ground state. 
La fotosintesi clorofilliana è il processo biochimico che si svolge negli organismi autotrofi 
forniti di clorofilla e che, sotto l'azione della luce, permette la fissazione dell'anidride 
carbonica con formazione di composti organici. Per dare inizio alla fotosintesi, le molecole di 
clorofilla assorbono l’energia luminosa; non tutta l’energia assorbita da questi pigmenti è 
utilizzata per il processo fotosintetico, in quanto parte è dissipata in maniera non regolata 
sottoforma di calore (nella regione dell’infrarosso, λ>720 nm) o, appunto, come emissione di 
fluorescenza (650<λ<780 nm). Risulta quindi evidente che variazioni del rateo fotosintetico o 
della dispersione sotto forma di energia termica causano proporzionali cambiamenti 
nell’emissione di fluorescenza. La fluorescenza della clorofilla a (ChlaF) è caratterizzata da 
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uno spettro di emissione tra i 650 e i 780 nm, con un picco primario a ca. 685 nm e uno 
secondario a ca. 740 nm. Conseguentemente, il picco a 685 nm si trova ad una lunghezza 
d’onda leggermente più lunga del picco di assorbimento della clorofilla a nello spettro del 
rosso (680 nm): questo fenomeno è chiamato Stoke’s shift ed è la conseguenza della perdita di 
energia sotto forma di calore quando avviene l’emissione di ChlaF. L’emissione per sé è 
legata strettamente alla capacità di eccitazione della clorofilla e, conseguentemente, questa 
luminescenza è osservabile solamente in organismi fotosinteticamente attivi. Questa 
luminescenza rossa è ben visibile al microscopio a fluorescenza su sezioni di talli lichenici 
che comprendano lo strato algale (Fig. 4.2.2): una diminuzione dell’intensità è generalmente 
associata alla degradazione della clorofilla. Tale metodologia è utilizzata da decenni, 
permettendo di evidenziare gli effetti indotti, ad esempio, dalla presenza di inquinanti 
aerodiffusi (Kauppi, 1980a; Modenesi et al., 1990) o dal trattamento con biocidi (Tretiach et 
al., 2007b). 
 
 
Figura 4.2.2. Spettacolare immagine ottenuta al microscopio a epifluorescenza di una sezione di un apotecio di 
Xanthoria parietina. In seguito all’illuminazione della sezione con luce blu-violetta, è ben visibile la 
fluorescenza rosso-fucsia emessa dalle cellule algali. La fluorescenza giallo e verde sono emesse da altri 
composti presenti (p. es. sostanze licheniche).  
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Fluorescenza e fotosintesi: dalle osservazioni di Kautsky alle applicazioni sui licheni  
Alla fine dell’800, Müller (1874) si accorse che la fluorescenza rossa emessa dalle foglie in 
vivo era molto più debole di quella osservabile nelle soluzioni di clorofilla disciolta, un 
fenomeno osservato per primo da Brewster (1834). Dopo qualche decennio, Kautsky & 
Hirsch (1931) dimostrarono che la ChlaF e l’assimilazione di CO2 erano correlate. La scoperta 
più interessante fu la descrizione del rapido incremento dell’emissione di ChlaF indotto 
dall’illuminazione della foglia, a cui seguiva una diminuzione dell’emissione fino al 
raggiungimento di uno steady state dopo di alcuni minuti. Tale fenomeno di induzione 
“buio/luce” fu chiamato Kautsky curve: la parte di incremento iniziale venne associata alle 
prime reazioni fotochimiche, mentre il declino della ChlaF venne associata inversamente al 
rateo di assimilazione della CO2 (Govindjee, 2004). In seguito, nel ventennio ’60-’80, lo 
studio dei processi biofisici alla base della ChlaF hanno permesso di comprendere le reazioni 
fondamentali del processo fotosintetico (Govindjee & Papageorgiou, 1971). La mancanza di 
appropriati strumenti determinò, per  molti anni, un notevole divario tra la ricerca di base e 
quella applicata (Schreiber, 2004). In verità, già nei primi anni ’70, con la disponibilità su 
larga scala di componenti opto-elettronici come i LED, vennero costruiti i primi dispositivi 
capaci di quantificare l’intensità di ChlaF (Schreiber et al., 1975), ma solo negli anni ’80 
furono sviluppati i primi fluorimetri commerciali a tecnologia PAM (Pulse Amplitude 
Modulation). A partire da questo decennio, questi strumenti vennero continuamente 
perfezionati, grazie allo sviluppo di nuovi materiali elettronici e alle ricerche nel campo della 
biofisica e della fisiologia vegetale (p. es. Briantais et al., 1979; Schreiber et al., 1986; Genty 
et al., 1989; Kramer et al., 2004a). 
I primi studi sui licheni che hanno riportato le cinetiche di emissione di ChlaF – utilizzando 
tecniche spettrofluorimetriche – risalgono alla fine degli anni ’80 [alcuni lavori sono stati 
raccolti da Pevling (1987)], anticipando di qualche anno le prime applicazioni dei fluorimetri 
PAM anche su questi organismi (p. es. Lange et al., 1989;  Demmig-Adams & Adams III, 
1990). La possibilità di condurre rapide misure fisiologiche sui licheni, organismi 
notoriamente utilizzati come biomonitor ambientali (Cislaghi & Nimis 1997; Bargagli et al., 
1989), ha attratto fin dai primi anni ’90 l’attenzione della comunità scientifica dei lichenologi. 
Nonostante le misure fluorimetriche siano celebrate in molti lavori per la loro sensibilità nel 
rilevare gli effetti della presenza di agenti stressogeni a carico del fotosistema II (PSII) (p.es. 
Baker & Rosenqvist, 2004), le ricerche che hanno portato chiare evidenze degli effetti degli 
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inquinanti attraverso le misure fluorimetriche sono in numero molto limitato (p.es. Calatayud 
et al., 1996; Fernández-Salegui et al., 2006; Tretiach et al., 2007a). 
 
Lo strumento impiegato: il mini-PAM 
In questo studio, le misure di fluorescenza sono state effettuate utilizzando prevalentemente 
un fluorimetro portatile mini-PAM (Walz, Effeltrich, Germania) (Fig. 4.2.3). 
 
 
Figura 4.2.3. Fluorimetro mini-PAM utilizzato in questo lavoro (a) e il tubo di fibre ottiche ad esso collegata (b). 
 
La caratteristica principale di questa tipologia di strumenti è la capacità di misurare l’intensità 
di fluorescenza emessa dall’organismo fotosinteticamente attivo discriminandola dalla 
componente dell’irraggiamento ambientale nelle stesse lunghezze d’onda. Tale distinzione 
viene conseguita modulando l’eccitazione dell’emissione di fluorescenza e registrando 
selettivamente il segnale in risposta allo stimolo modulato. Lo strumento permette inoltre di 
inviare brevi e molto intensi impulsi luminosi (ca. 8,000 µmol photons m-2 s-1) capaci di 
saturare i fotosistemi e registrare quindi la massima emissione possibile di fluorescenza. Il 
mini-PAM è stato concepito per il lavoro di campo, ma può essere utilizzato anche in 
laboratorio; connettendolo ad un terminale, attraverso uno specifico software (WinControl, 
Effeltrich, Germania), è possibile accedere in maniera intuitiva a tutte le funzioni dello 
strumento (p. es. controllo della batteria e temperatura interna, visualizzazione dei parametri 
fluorimetrici). La luce modulata è emessa da un diodo, con emissione massima a 650 nm, 
intensità standard di ca. 0.15 µmol photons m-2 s-1 e frequenza di modulazione di 0.6 o 20 
kHz. Gli impulsi di saturazione sono emessi invece da una lampada alogena interna (8V, 
20W), arricchita nel blu, filtrata per emettere a λ<710nm. Lo strumento permette di regolare 
l’intensità delle sorgenti luminose e la sensibilità dell’amplificazione del segnale in ricezione 
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(che avviene solamente a λ>710nm) attraverso un fotodiodo. Il mini-PAM è provvisto di un 
tubo flessibile di fibre ottiche (diametro 5.5 mm, lunghezza 100 cm) (Fig. 4.2.3b) che, posto 
in prossimità del campione da analizzare attraverso delle apposite clip (o pinze), permette di 
trasferire il segnale di eccitazione/ricezione da/allo strumento. 
 
Equazioni biofisiche: la relazione tra la fotochimica e la ChlaF 
I parametri fluorimetrici sono spesso usati per stimare la vitalità di un organismo 
fotosinteticamente attivo in quanto fotosintesi e ChlaF sono intrinsecamente connesse. Le basi 
teoriche sulle quali si basa questa relazione sono ben note e si possono riassumere attraverso 
equazioni biofisiche. 
Le molecole di clorofilla a (Chl a) dei complessi Chla-proteina del PSII, assorbendo l’energia 
luminosa, passano allo stato eccitato di singoletto (Chl a*) e quindi ritornano al ground state 
dissipando l’energia attraverso differenti processi, tra cui la fluorescenza (Fig. 4.2.1). 
In generale, la resa quantica (o efficienza, Φ) di uno di questi processi dipende da tutte le 
costanti (k) associate alla de-eccitazione della Chl a, che ritorna quindi al ground state:  
kf per la fluorescenza 
kp per la fotochimica 
ko per tutte le altre vie di de-eccitazione, soprattutto calore 
la resa di uno qualsiasi (i) dei processi coinvolti si definisce in questo caso come 
 
kokpkf
ki
++
=iφ  
 
k rappresentano in numero di transizioni per secondo (o numero di eventi per secondo) un 
valore inversamente proporzionale al tempo di vita (τ) del fenomeno in questione, che invece 
è il tempo necessario per una transizione. Per esempio, la fluorescenza è caratterizzata da un 
τf nell’ordine di 10-8 s (vedi sopra), corrispondente a ca. 100,000,000 eventi per secondo, 
mentre τp è di ca. 10-12. Ciò significa che, quando è disponibile il canale della fotochimica, ca. 
mille volte più rapido, si osserva poca fluorescenza e la fotosintesi procede con grande 
efficienza. L'efficienza è definita generalmente come il grado di utilizzo di una qualsivoglia 
risorsa impiegata in un processo, semplificabile come: 
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input
output
fornitarisorsa
ottenutorisultato
==φ  
 
Saremo più efficienti quanto più ricaveremo a parità di risorse utilizzate (p. es. un organismo 
fotosintetizzante potrà essere definito fotosinteticamente più efficiente di un’altro se, a parità 
di irraggiamento, assimilerà più CO2 o, similmente, produrrà più O2). Analogamente, la resa 
quantica di un processo i può essere definita anche come: 
 
assorbitiquantinumero
elettronifotoniprodottinumero
i
...),,(
=φ  
 
Per esempio, nel caso che si analizzi il processo fotochimico, Φi=Φp. Quindi, secondo questa 
equazione, una resa quantica di Φp=1.0 indica che ogni fotone assorbito è convertito in un 
elettrone a valle del centro di reazione del PSII. La resa quantica del processo fotochimico a 
livello del PSII è quindi 
 
kokpkf
kp
++
=pφ  
 
Analogamente, la resa quantica dell’emissione minima di ChlaF (Φf0), ovvero quando la de-
eccitazione per via fotochimica è massima (kp si avvicina ad un valore prossimo a 1) è  
 
kokpkf
kf
0 ++
=fφ  
 
Mentre la resa quantica dell’emissione massima di ChlaF (Φfm), ovvero quando la de-
eccitazione per via fotochimica è minima (kp prossimo a 0), che si osserva inviando un 
impulso di luce saturante i PSII, è approssimabile a: 
 
kokf
kf
+
=mfφ  
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Assumendo che le clorofille che emettono la ChlaF minima (F0) siano le stesse che procurano 
quella la massima (Fm), è possibile rapportare anche le costanti legate alla ChlaF variabile (Fv, 
con Fv=Fm-F0) alla fluorescenza massima, ovvero: 
 
m
m
F
FF )(
F
F 0
m
v −=  
 
e quindi 
 
m
m
f
ff
φ
φφ )(
F
F 0
m
v −=  
 
sostituendo le costanti con le rispettive formule precedentemente riportate: 
 
kokf
kf
kokfkp
kf
kokf
kf
F
F
m
v
+
++
−
+
=  
 
semplificando, si ottiene 
 
kokfkp
kp
F
F
m
v
++
=  
 
che è proprio l’equazione che descrive Φp, ovvero la resa quantica del PSII. Queste semplici 
equazioni basate su concetti biofisici, se pur semplificati, spiegano quindi come sia possibile 
misurare l’efficienza del PSII solamente tramite rapide e non invasive misure fluorimetriche. 
La resa quantica Φf0 dipende dalle costanti delle diverse vie di de-eccitazione della Chl a*; ko 
generalmente è composto da kh (dissipazione costitutiva sottoforma di calore) e kq 
(dissipazione dovuta ad altre molecole presenti a livello del sistema antenna). 
Nei licheni, in particolare, è stata ipotizzata la presenza di un aggregato molecolare, connesso 
al complesso antenna, capace di dissipare l’energia in eccesso quando l’organismo si trova in 
stato deidratato (Veerman et al., 2007). I licheni deidratati infatti, sottoposti anche ad elevato 
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irraggiamento, non sono fotosinteticamente attivi e l’emissione di fluorescenza è pressoché 
irrivelabile dai fluorimetri commerciali. Conseguentemente, l’energia assorbita è 
verosimilmente catturata da un efficiente complesso dissipatore (con un τ < τf, τp) e quindi ri-
emessa a lunghezze d’onda non fotosinteticamente attive (λ>740), foto-proteggendo l’alga 
simbionte. Questo aggregato potrebbe essere la causa principale dei bassi valori di Fv/Fm che 
si osservano comunemente in licheni non completamente idratati, p.es. durante misure di 
campo (Baruffo et al., 2008). 
 
Curve di induzione di ChlaF 
Le misure fluorimetriche sono state condotte in questo lavoro seguendo essenzialmente il 
protocollo utilizzato in molti studi di fisiologia vegetale (p.es. Baker & Rosenqvist, 2004; 
Baruffo et al., 2008). Esponendo alla luce un lichene (o, più in generale, un organismo 
fotosinteticamente attivo) si induce l’avvio del processo fotosintetico e, conseguentemente, si 
osservano evidenti cambiamenti dell’emissione di ChlaF. Al buio, l’apparato fotosintetico 
emette una ChlaF minima – definita F0 – che corrisponde all’emissione indotta dai centri di 
reazione del PSII “aperti” (in grado di convogliare l’energia assorbita nella via fotochimica 
dato che QA, il primo accettore di elettroni, è ossidato) e, con l’esposizione alla luce, la ChlaF 
aumenta fino a raggiungere in pochi istanti un picco – definito Fp (Fig. 4.2.4). 
 
 
Figura 4.2.4. Emissione di ChlaF indotta illuminando un campione lichenico adattato al buio (Kautsky curve). Il 
picchi di ChlaF sono indotti da brevi e intensi impulsi luminosi. AL off/on: luce attinica spenta/accesa. Maggiori 
dettagli nel testo. Figura tratta da Baruffo et al. (2008). 
 
Se la luce attinica (capace cioè di produrre un identificabile e misurabile cambiamento 
dell’attività fotosintetica) è così intensa da chiudere tutti i centri di reazione (massimo stato di 
riduzione di QA), Fp è definito Fm, ovvero il valore massimo di ChlaF ottenibile. La differenza 
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tra Fm e F0 è definita fluorescenza variabile, Fv. Raggiunto il massimo di emissione, si osserva 
una diminuzione di ChlaF fino al raggiungimento di un plateau o steady state – emissione 
definita Fs. Le cinetiche di questo calo di fluorescenza sono associate alle dinamiche 
all’assimilazione di CO2 a valle del processo fotosintetico. 
Nella fase sperimentale di questo lavoro, i campioni utilizzati per le misure fluorimetriche 
sono stati sottoposti all’induzione dell’emissione di fluorescenza come sopra descritto. 
 
Diversi anni di misure fluorimetriche sui licheni (2004-2009) hanno permesso di redigere un 
protocollo di idratazione e di misurazione che consente una buona riduzione della variabilità 
dei dati, che in ambito lichenologico rimane sempre piuttosto elevata (Tretiach et al., 2007a). 
Prima di ogni sessione di misure, il materiale è stato dapprima idratato con uno spruzzo di 
acqua distillata e, dopo alcune ore in campana umida (RH>99%), solitamente a 20°C ad un 
irraggiamento di 20 µmol photons m-2 s-1, veniva immerso in acqua distillata per alcuni 
minuti. I licheni completamente idratati venivano quindi riposti in campana umida alle stesse 
condizioni per 40-48 h prima delle misure, idratati nuovamente per immersione in acqua 
distillata ca. ogni 12 h. Il materiale, adeguatamente idratato e adattato al buio (almeno 30 
min), è stato posto al di sotto della fibra ottica del mini-PAM, quindi, accertato che il segnale 
fosse costante, veniva inviato un breve e intenso impulso luminoso saturante la maggior parte 
dei PSII. Dopo alcuni istanti, il campione veniva illuminato e, dal raggiungimento del picco 
Fp, è stato inviato un impulso di saturazione ogni minuto. L’invio di impulsi di saturazione 
durante l’illuminazione del campione induce un ulteriore, istantaneo, aumento di ChlaF, da un 
livello di emissione definito F’ fino ad un livello Fm’, la differenza tra Fm’ e F’ è definita Fv’. 
Questi impulsi saturanti chiudono i centri di reazione del PSII ancora aperti e, 
conseguentemente, escludono ogni utilizzo dell’energia assorbita per via fotochimica. 
 
Efficienza effettiva del PSII ed estinzione non-fotochimica 
Organismi fotosinteticamente attivi considerati “sani” sono caratterizzati da valori di Fm’ 
inferiori di Fm e questa differenza è dovuta alla presenza di processi dissipativi non-
fotochimici attivati dalla luce. Analogamente alla resa quantica massima del PSII (calcolabile 
con il rapporto Fv/Fm), la resa quantica effettiva – cioè durante la fotosintesi in atto – è 
stimabile attraverso il rapporto Fv’/Fm’, definito anche come ΦPSII. Questo parametro stima 
infatti l’efficienza alla quale la luce assorbita dal complesso antenna del PSII è utilizzato nella 
via fotochimica (riduzione di QA). Ad intensità luminose conosciute, è possibile ottenere una 
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stima del rateo di trasporto degli elettroni (ETR) attraverso il PSII. Se infatti si definisce 
l’efficienza del PSII come rateo di trasporto degli elettroni indotto da una certa intensità 
luminosa, allora 
 
PPFD
ETR
PSII =φ  
 
e si può facilmente dedurre che 
 
PPFDPSIIETR ×= φ  
 
La stima del reale rateo di trasporto degli elettroni richiede però misure accurate, mirate a 
determinare l’effettiva intensità luminosa che colpisce il PSII. Nei licheni, ad esempio, misure 
indirette inducono a valutare che solo il 30% della luce incidente colpisca il cortex algale 
(Dietz et al., 2000) e probabilmente l’intensità effettiva potrebbe essere ridotta di un ulteriore 
50% se si considera che i fotoni siano distribuiti egualmente tra i due fotosistemi (I e II). In 
questo lavoro si è preferito utilizzare un’espressione per il calcolo di ETR che non consideri le 
attenuazioni descritte (ovvero rETR, rateo relativo di trasporto degli elettroni), in quanto 
questo parametro non è stato utilizzato per ottenere misure quantitative (Ralph & Gademann, 
2005). 
 
Durante l’illuminazione, la fotoinibizione – intesa come diminuzione delle capacità di 
svolgere la fotosintesi indotta da elevate intensità luminose – viene contrastata da un insieme 
di processi che limitano il grado di eccitazione del PSII, processi che sono generalmente 
definiti come dissipazione non-fotochimica (NPQ, non-photochemical quenching). È 
generalmente assodato che i meccanismi principali coinvolti sono il ciclo delle xantofille e la 
susseguente dissipazione dell’energia sia a livello del complesso antenna che a livello del 
centro di reazione, entrambi attivati dall’acidificazione del lumen tilacoidale. Questi processi 
proteggono l’apparato fotosintetico dalla sovra-eccitazione convertendo l’energia assorbita in 
calore (Kramer et al., 2004b). L’effetto possibile degli stati di transizione – fenomeno legato 
alle modificazioni dei complessi antenna I e II – a carico di NPQ non verranno considerati in 
questa sede, anche se è importante ricordare che essi potrebbero potenzialmente essere 
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influenti nella dissipazione dell’energia a livello del complesso antenna. NPQ è stato 
quantificato utilizzando la formula che considera Fm e Fm’ (Bilger & Björkman, 1990): 
 
1
'
−=
m
m
F
F
NPQ  
 
È importante considerare che NPQ fornisce una valutazione relativa e non assoluta 
dell’aumento della dissipazione sottoforma di calore. NPQ infatti deve essere sempre 
rapportato alla dissipazione costitutiva che avviene con il campione adattato al buio: sono 
comparabili solamente i valori di NPQ di due campioni con un valore simile di Fv/Fm, in 
quanto quest’ultimo parametro è un buon indicatore delle caratteristiche delle dissipazioni che 
avvengono a livello del complesso antenna (Baker & Rosenqvist, 2004; Baruffo et al., 2008). 
Se si considera infatti che Fv/Fm è la massima resa quantica ottenibile e  la somma delle 
dissipazioni a livello del complesso antenna deve essere unitaria, la somma delle altre 
dissipazioni (principalmente calore) dovrà quindi essere 1-Fv/Fm. È chiaro quindi che solo se 
Fv/Fm sarà simile e comparabile, si potrà effettuare un confronto anche tra i valori di NPQ di 
campioni differenti. 
Accanto ai parametri come ETR e NPQ che vengono calcolati inviando impulsi di 
saturazione, dalla cinetica di estinzione di fluorescenza è possibile calcolare RFD 
(Fluorescence Decrease Ratio) come: 
 
s
sm
FD F
FF
R
−
=  
 
In diversi lavori sulle piante superiori, è stato osservato che RFD, misurato inducendo 
l’emissione di fluorescenza ad intensità luminose saturanti, è linearmente correlato ai ratei di 
fotosintesi netta delle foglie. Questo parametro può essere determinato anche utilizzando 
fluorimetri PAM, a condizione di illuminare i campioni fotosinteticamente attivi con luce 
saturante fino al raggiungimento dello steady state (Lichtenthaler et al., 2005). 
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4.3 Pigmenti fotosintetici liposolubili 
L’innesco della fotosintesi è determinato dall’assorbimento della radiazione 
fotosinteticamente attiva. Questo processo è svolto da delle strutture proteiche – i complessi 
antenna – localizzate sulle membrane dei tilacoidi all’interno dei cloroplasti. Questa 
radiazione è catturata dalle clorofille, molecole caratterizzate da uno spettro di assorbimento 
con due massimi nelle lunghezze d’onda del blu e del rosso, e da altri pigmenti accessori 
(p.es. carotenoidi, xantofille) che assorbono principalmente la radiazione blu e UV (Fig. 
4.3.1). Organismi come i cianobatteri, le alghe rosse e le criptomonadi contengono, inoltre, 
biliproteine (ficocianina e ficoeritrina), mentre i batteri purpurei fotoautrotrofi posseggono 
batterioclorofilla, che assorbe essenzialmente nel rosso lontano. 
 
 
Figura 4.3.1. Spettro di assorbimento dei principali pigmenti fotosintetici. Immagine tratta da www.uic.edu 
 
Fin dagli anni ’60 -’70 (Rao & LeBlanc, 1966; Nash III, 1973), la quantificazione dei 
pigmenti fotosinteticamente attivi è una metodologia comunemente utilizzata per 
comprendere alcuni dei possibili effetti dell’inquinamento aerodiffuso sulla fisiologia dei 
licheni (p.es. von Arb et al., 1990, Tretiach et al., 2007c). In particolare, è stato dimostrato che 
la concentrazione della clorofilla a all’interno dei talli è correlata al rateo di assimilazione di 
CO2 (p.es. Tretiach & Carpanelli, 1992; Palmqvist, 2000), mentre una diminuzione del 
rapporto delle assorbanze A435/A415 (i. e. A435: assorbanza a 435 nm) stima il grado di 
degradazione della clorofilla a a feofitina a (Ronen & Galun, 1984). Attualmente, il 
protocollo utilizzato per la stima del contenuto di pigmenti prevede alcuni lavaggi dei 
campioni con acetone puro (99.8%). Questi permettono di rimuovere gran parte delle sostanze 
licheniche, che potrebbero degradare le clorofilla in soluzione (Brown & Hooker, 1977). Il 
solvente più comunemente impiegato per l’estrazione dei pigmenti è il dimetilsulfossido 
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(DMSO), che, a partire dagli anni ’80, sostituì l’utilizzo dell’acetone diluito all’80% (Ronen 
& Galun, 1984; Barnes et al., 1992).  
 
Procedura per la stima del contenuto dei pigmenti da estratti grezzi in DMSO 
L’estrazione dei pigmenti fotosintetici è stata realizzata seguendo principalmente il protocollo 
proposto da Pfeifhofer et al. (2002). Per evitare la possibile ossidazione delle clorofille, i 
trattamenti in laboratorio sono stati effettuati in un ambiente scarsamente illuminato con luce 
verde, radiazione debolmente assorbita da queste molecole. Le estrazioni sono state effettuate 
utilizzando campioni di ca. 35 mg, pesati dopo averli lasciati 48 h in una campana di vetro 
contenente silica gel. Il materiale è stato lavato ripetutamente con delle aliquote di 4 mL di 
acetone puro (99.8%, analytical grade, Merck & co. Inc.), fino a quando le soluzioni di 
lavaggio mantenevano la loro colorazione pur aggiungendo una goccia di una soluzione satura 
di KOH (J. T. Baker reagents), che avrebbe altresì rivelato la presenza di sostanze licheniche 
residue. In questo lavoro è stato osservato che, in genere, i campioni ottenuti dalle specie 
campionate in ambienti in cui prevale la luce diffusa (p. es. consorzi boschivi) hanno richiesto 
meno lavaggi (ca. 10) delle specie raccolti in siti esposti a luce diretta (ca. 30). Il materiale è 
stato quindi lasciato seccare all’aria per alcune ore e quindi omogeneizzato utilizzando un 
potter (VWR Braun Biotech) in 10 mL di DMSO (Merck & co. Inc.). Nel solvente è stata 
aggiunta una punta di spatola di polyvinylpyrrolidone (PVP) (Sigma-Aldrich Co.) per 
rimuovere possibili tracce di ulteriori sostanze licheniche residue (Avalos & Vicente, 1987; 
Barnes et al., 1992). Gli estratti grezzi sono stati lasciati overnight al buio a temperatura 
ambiente (ca. 20 °C) e successivamente centrifugati a 5000 rpm per 10 min. Al termine, sono 
stati prelevati da ciascuna provetta 5 mL di sopranatante, sufficienti per effettuare più letture 
di assorbanza allo spettrofotometro UV/VIS (Perkin–Elmer 554, Germany), attraverso le quali 
è stato possibile stimare il contenuto dei pigmenti secondo le formule proposte da Wellburn 
(1994): 
 
1.6491.665 62.347.12 AAaChl ×−×=  
1.6651.649 50.606.25 AAbChl ×−×=  
220
78.5329.11000
)( 480
bChlaChlA
cxC
×−×−×
=+  
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Per una corretta stima delle concentrazioni dei pigmenti sono state effettuate delle letture alle 
stesse lunghezze d’onda su una soluzione di controllo di DMSO puro per verificare 
l’assorbanza del solvente. Il protocollo ha previsto inoltre la lettura dell’assorbanza a 750 nm, 
indice della torbidità della soluzione, verificando che questo valore si sia mantenuto costante 
e prossimo allo zero. I valori sono stati infine riportati sulla base del peso secco, ricavato 
moltiplicando il peso di ogni campione per un fattore di conversione. Tale fattore è stato 
calcolato effettuando delle pesate su materiale omogeneo non utilizzato nelle estrazioni 
lasciato dapprima 48 h in silica gel e successivamente 24 h in stufa a 80 °C. 
 
Problematicità del coefficiente di feofitinizzazione 
La feofitina è una molecola derivata dalla clorofilla, con stessa struttura ma mancante dello 
ione centrale Mg2+. Contrariamente alla clorofilla, la feofitina non ha funzione di 
assorbimento della radiazione e trasferimento dell’energia al centro di reazione; essa svolge 
comunque una funzione nel processo fotosintetico, fungendo da trasportatore nella catena di 
trasporto degli elettroni (Klimov, 2003). Molti studi di hanno utilizzato il rapporto A435/A415 
per valutare il grado di degradazione della clorofilla a feofitina indotto da inquinamento 
aerodiffuso (p.es. Garty et al., 2000; Tretiach et al., 2007c), in quanto gli spettri di 
assorbimento di queste molecole sono caratterizzati rispettivamente da picchi nel blu a 435 e 
415 nm. Ronen & Galun (1984) proposero un valore di ca. 1.40 come valore di riferimento di 
naturalità per questo parametro. In questo lavoro, le centinaia delle estrazioni effettuate su 
materiale lichenico hanno rivelato invece come questo rapporto possa assumere valori più 
bassi: è stato osservato che ogni qualvolta il cortex inferiore dei licheni fosse stato 
melaninizzato (p.es. nelle specie Flavoparmelia caperata, Parmotrema perlatum) il rapporto 
A435/A415 misurato sugli estratti grezzi era ben inferiore al valore proposto. Tale 
considerazione è stata confermata confrontando i risultati di lavori pregressi in cui sono stati 
riportati i valori ottenuti da estratti di ulteriori specie con il cortex inferiore melaninizzato 
(p.es. Manrique et al., 1989). Le melanine sono sostanze caratterizzate da un picco di 
assorbimento nell’UV e quindi potrebbero contribuire nell’aumentare il valore di assorbanza a 
415 nm maggiormente che a 435 nm causando una conseguente diminuzione nel coefficiente 
indagato, come affermato da Tretiach et al. (2007c). Per verificare questa ipotesi, sono stati 
raccolti alcuni talli di Hypogymnia physodes (L.) Nyl. in un sito lontano da fonti di 
inquinamento (nei pressi del Parco Nazionale del Gran Paradiso, Cogne, AO) e, al 
microscopio, è stato separato il cortex superiore da quello inferiore melaninizzato. Il materiale 
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così ottenuto è stato analizzato secondo le procedure descritte sopra. Le misure non hanno 
confermato l’ipotesi di lavoro, ovvero, nonostante fosse stato privato dalle melanine, il valore 
di A435/A415 ottenuto dagli estratti grezzi è rimasto pressoché lo stesso degli estratti ottenuti 
dai campioni in toto (1.00-1.03). È stato inoltre rilevato lo spettro di assorbimento 
dell’estratto grezzo ottenuto dal cortex melaninizzato nel range 280÷470 nm (Fig. 4.3.2). 
 
 
Figura 4.3.2. Spettro di assorbimento del cortex inferiore melaninizzato di Hypogymnia physodes (L.) Nyl. 
 
Lo spettro ottenuto, caratterizzato da un picco a 310 nm, conferma la presenza di queste 
sostanze – che assorbono gli UV – ed evidenzia come sia piuttosto modesta (ca. 12%) la 
differenza tra l’assorbanza a 435 e 415 nm. Se tale differenza infatti è osservabile in un 
estratto ottenuto con tessuti completamente melaninizzati, è chiaro quindi che la differenza sia 
molto minore (ca. 2-3%) quando si considera l’estratto grezzo del campione lichenico in toto, 
nel quale i tessuti del cortex inferiore sono ca. il 38% in peso. Quale sia la causa dei bassi 
valori del coefficiente di feofitinizzazione dei licheni con cortex inferiore melaninizzato 
rimane quindi ancora ignoto. Si potrebbe pertanto ipotizzare la presenza di alcune sostanze – 
anche la stessa feofitina – con un notevole assorbimento a 415 nm, forse presenti come 
prodotti secondari durante la sintesi di melanine, molecole notoriamente molto reattive (Bell 
& Wheeler, 1986). 
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4.4 Microscopia a fluorescenza, sonde fluorescenti e fluorescenza confocale 
La fluorescenza ri-emessa da campioni organici (o inorganici) in seguito all’assorbimento di 
una radiazione non è altro che il risultato di fenomeni fisici ben stabiliti, come descritto nel 
Par. 4.2. Il primo a descrivere il fenomeno della fluorescenza fu il filosofo e scienziato 
britannico Sir George G. Stokes nel 1852: tale termine fu coniato osservando la luminescenza 
rossa emessa dal minerale fluorite illuminato con gli UV (Stokes, 1852). Successivamente, 
agli inizi del ‘900, si osservò che molte altre sostanze, irradiate con UV, emettevano 
fluorescenza (p. es. la stessa clorofilla), fino a quando, negli anni ’30 vennero utilizzate le 
prime sonde fluorescenti (o fluorocromi). Tali sostanze fluorescenti a lunghezze d’onda ben 
note hanno la capacità di legarsi selettivamente a delle molecole permettendo così di 
localizzarle osservando la luminescenza emessa. La specificità di queste sostanze fu lo 
stimolo per lo sviluppo dei microscopi a fluorescenza (descrizione tratta da Spring & 
Davidson, 2009). 
 
Proprietà delle sonde fluorescenti 
Lo spettro di emissione di fluorescenza di un fluorocromo, se comparato con il rispettivo 
spettro di assorbimento, è caratterizzato da lunghezze d’onda più lunghe, come risultato della 
perdita di energia (vedi Par. 4.2), ed è definito effetto Stoke’s shift. In generale, se i due spettri 
sono ben differenziati, l’emissione di fluorescenza viene percepita distintamente. Inoltre, per 
ottenere la massima intensità di fluorescenza, un fluorocromo è solitamente eccitato a 
lunghezze d’onda vicine il suo picco di assorbimento e l’emissione viene misurata nel più 
ampio spettro possibile. Per quanto riguarda le proprietà della strumentazione impiegata, il 
segnale catturato dal microscopio dipenderà anche da altri fattori come l’efficienza nella 
trasmissione, il numero di lenti e dal tempo di reazione del rivelatore. Le sonde sono sostanze 
fotosensibili: se sottoposte ad un irraggiamento intenso e prolungato, esse perdono le loro 
proprietà fluorescenti. Per evitare il fotodanneggiamento di queste sostanze, sarà necessario 
preparare i campioni in ambienti con lieve luce diffusa e, durante l’osservazione dei preparati, 
limitare le osservazioni a periodi brevi.  
 
Il microscopio a epifluorescenza 
Nel microscopio a epifluorescenza, la luce di eccitazione è emessa da una fonte luminosa 
posta sulla parte superiore dello strumento (nei microscopi invertiti essa è invece posta alla 
base) che attraversa un obiettivo e quindi colpisce il campione da analizzare. La fluorescenza 
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emessa è convogliata verso lo stesso obiettivo utilizzato per l’eccitazione e quindi, passando 
per un filtro che seleziona le lunghezze d’onda desiderate, raggiunge il rivelatore (l’operatore 
o un terminale per l’acquisizione di immagini) (Fig. 4.4.1). Attraverso l’utilizzo di ulteriori 
filtri, è possibile rimuovere dal raggio di eccitazione gran parte delle lunghezze d’onda non 
assorbite dal campione; conseguentemente, solo una modesta parte della radiazione incidente 
verrà riflessa nuovamente verso l’obiettivo, diminuendo così un possibile, indesiderato, 
rumore di fondo. 
 
 
Figura 4.4.1. Rappresentazione schematica di un microscopio a epifluorescenza (tratta da www.wikipedia.org) 
 
Il microscopio confocale 
Questo strumento è un microscopio a trasmissione a cui viene sovrapposto un apparato che si 
occupa di illuminare e rilevare l'immagine di un campione con una scansione punto a punto. 
Rimuovendo i disturbi dovuti alla luce diffusa, che si verificano utilizzando un microscopio a 
epifluorescenza, si possono localizzare distintamente le molecole fluorescenti indagate. Le 
basi teoriche dello strumento vennero poste verso la metà degli anni '50 dallo scienziato 
americano Marvin Lee Minsky (1927 – presente) e i primi apparati costruiti per la larga 
distribuzione furono commercializzati agli inizi degli '90 dalla ditta Bio-Rad, sulla base delle 
ricerche condotte da William Bradshaw Amos (1945 – presente) e collaboratori negli anni '80 
(p. es. Amos et al., 1987). Un microscopio confocale molto diffuso è il CLSM (Confocal 
Laser Scanning Microscope), un evoluto microscopio a fluorescenza che permette di puntare 
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con estrema precisione la sorgente di luce (uno o più laser) sul preparato, aumentando 
notevolmente la risoluzione e la profondità di campo. I laser sono utilizzati in quanto 
emettono una singola lunghezza d’onda e, conseguentemente, è possibile illuminare il 
campione unicamente nel suo range di massimo assorbimento. Questo strumento permette 
inoltre di selezionare selettivamente le lunghezze d’onda proprie dell’emissione di 
fluorescenza della molecola indagata. Le immagini ottenute permettono di evidenziare in 
diversi, falsi, colori le diverse molecole presenti nel preparato, del quale si può ottenere anche 
un’immagine tridimensionale. La microscopia confocale è stata introdotta negli studi 
lichenologici verso fine degli anni ’90, finalizzata soprattutto alla localizzazione e alla 
ricostruzione tridimensionale degli organelli cellulari di questi organismi (de los Ríos & 
Ascaso, 2002). Più recentemente, questa metodologia è stata applicata con successo anche per 
comprendere i meccanismi biochimici che permettono ai licheni di sopravvivere in uno stato 
de-idratato (Weissman et al., 2005). 
 
Protocollo sperimentale 
Gli esperimenti di microscopia a epifluorescenza e confocale sono stati svolti presso i 
laboratori del Dipartimento di Botanica dell’Istituto Cavanilles di Biodiversità e Biologia 
Evolutiva (Università di Valencia, Spagna), con la supervisione della prof.ssa Eva Barreno 
Rodríguez. 
Ogni campione, mantenuto disidratato all’interno di placche petri sigillate e poste in freezer a 
-20°C, è stato lasciato prima all’aria per ca. 1 h, poi in campana umida per ca. 4 h. In seguito 
alla re-idratazione, il materiale è stato immerso per 10 min nella soluzione contenente la 
sonda fluorescente, risciacquato in acqua distillata e, successivamente, tagliato al 
microtomo/criostato (SM 2000 R, Leica, Germania). Le sezioni ottenute,  spesse 10÷20 µm,  
sono state quindi osservate al microscopio a epifluorescenza (Provis AX 70, Olympus, USA) 
o al microscopio confocale (TCS, Leica, Germania). Le immagini ad epifluorescenza sono 
state catturate utilizzando una fotocamera digitale (Olympus Camedia C-2000 Z camera).  
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4.5 Conduttività elettrolitica lichenica 
Un test semplice e molto diffuso per valutare gli effetti di un particolare agente stressogeno 
sui licheni consiste nell’immersione dei talli in acqua per un tempo fissato e misurare quindi 
la conduttività della soluzione ottenuta. 
I primi test di conduttività su materiale vegetale risalgono ai primi decenni del ’900 (DeForest 
Heald, 1902; Dexter et al., 1930): essi indicarono che il grado di resistenza delle piante a 
particolari stress (p. es. congelamento) poteva essere misurato quantificando la diffusione 
degli elettroliti rilasciati dai tessuti indagati immersi in acqua. 
Le prime applicazioni di questa metodologia in campo lichenologico risalgono ai primi anni 
’80 (Pearson & Henrikkson, 1981) e, a partire dagli anni ’90, divenne uno dei test fisiologici 
più diffusi, soprattutto grazie ai molteplici studi effettuati dal prof. Jacob Garty (1938-
presente) che applicò questa metodologia al campo del biomonitoraggio (p. es. Garty et al., 
1993; Garty et al., 1998). 
La caratteristica peculiare di questi organismi è la loro capacità di sopravvivenza in 
condizioni di de-idratatazione: licheni de-idratati possono raggiungere un contenuto idrico 
pari a solamente il 2-15% del peso secco (Smith, 1962) e quando il tallo lichenico secco è re-
idratato, si osserva il rilascio di elementi solubili presenti tanto nello spazio apoplastico 
quanto all’interno della cellula (Simon, 1974; Brown & Brown, 1991). Diversi studi hanno 
evidenziato che la conduttività dell’acqua di lavaggio dei licheni sottoposti a particolari 
situazioni di stress è correlata alla quantità di ioni potassio (K+) persa dal materiale indagato 
(p. es. Alebic-Juretic & Arko-Pijevac, 1989; Tarhanen et al., 1996; Marques et al., 2005) e, 
solo in luoghi soggetti a spray marino, possono contribuire sensibilmente ad una aumento di 
conduttività anche il Sodio (Na+) e il Cloro (Cl-) (Marques et al., 2005). Tuttavia, in 
condizioni di forte contaminazione ambientale, anche altri elementi potrebbero diventare 
importanti, così come qualsiasi molecola che, adesa sulle superfici interne ed esterne del tallo, 
si solubilizzi in acqua acquisendo cariche positive o negative. 
Presupponendo quindi che il K+ sia rilasciato dalla cellule per la rottura delle membrane 
cellulari, ecco quindi che il test della conduttività proposto da Pearson (1985) venne quindi 
definito come “Test della integrità delle membrane cellulari” (Garty et al., 1993 e successivi). 
 
La conduttività ionica (γ), o conducibilità specifica, è la funzione inversa della resistività (ρ) 
riferita ad un conduttore elettrico di seconda specie, quale una soluzione; essa è la 
conduttanza riferita ad 1 cm3 di soluzione. L’acqua pura è un cattivo conduttore, ma diventa 
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un buon conduttore se vi sono disciolti ioni, che possono spostarsi in base ad una differenza di 
potenziale. È necessario quindi specificare la terminologia utilizzata: spesso il termine 
conduttività è confuso con il termine conducibilità di una soluzione. Per conducibilità  di una 
soluzione (o conduttanza) si intende invece l’inverso della sua resistenza elettrica (e non 
resistività): 
 
R
1
=Λ  
 
Conseguentemente l’unità di misura della conducibilità di una soluzione sarà 
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In base alla seconda legge di Ohm la resistenza è legata alle caratteristiche geometriche del 
conduttore attraverso la relazione: 
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Dove ρ è la resistenza specifica, l la distanza e S la superficie degli elettrodi immersi nella 
soluzione per effettuare la misura. 
Sostituendo quest’ultima formula alla prima relazione, si ottiene che: 
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Essendo la conduttività (γ) definita come l’inverso della resistività (1/ρ), 
si avrà che 
 
S
1
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e, conseguentemente, l’unità di misura sarà [S m-1]. 
In questo lavoro, le conduttività misurate sono state rapportate al peso del materiale 
(presupponendo che campioni più pesanti rilascino una maggiore quantità di elettroliti) e alla 
quantità di acqua distillata in cui sono stati immersi i campioni (considerando l’effetto 
diluizione). Risulta quindi che l’unità di misura di questo indice (definito in questo lavoro 
come conduttività elettrolitica lichenica) è stata: 
 





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×
×
grammometro
LitroSiemens
 
 
ovvero µS mL cm-1 g-1 
 
Misure di conduttività 
Le misure sono state effettuate previa taratura dello strumento con una soluzione certificata a 
84 µS cm-1 (HI 6033, Hanna, Padova); la temperatura delle soluzioni, sia di taratura che 
quelle ottenute immergendo il materiale, è stata mantenuta a 20 °C. Il protocollo utilizzato ha 
seguito essenzialmente le procedure proposte da Pearson (1985), introducendo alcune 
modifiche (p.es. tempo di immersione, peso del campione, ecc.) già impiegate da altri autori 
(p. es. Paoli & Loppi, 2008). Ogni campione, di ca. 100 mg, è stato posto in camera umida 
(RH>90%) a 20°C per 24 h per idratare in maniera omogenea tutto il materiale, stabilizzando 
quindi il rilascio degli elettroliti (Buck & Brown, 1979). Successivamente, il materiale è stato 
posto in becher contenenti 50 mL di acqua distillata dapprima per 5 e poi per 60 min, 
lasciando i contenitori su un piano basculante (Fig. 4.5.1a). Al termine, le porzioni utilizzate 
sono state poste ad asciugare per 24 h prima all’aria, quindi in campana contenente silica gel e 
quindi per ulteriori 24 h in stufa per determinarne il peso secco. Se fosse stato necessario 
utilizzare il materiale per ulteriori sperimentazioni (p. es. contenuto di pigmenti liposolubili), 
parte del materiale non è stato stufato ma riposto in freezer, all’interno di capsule petri 
sigillate, a -20°C. Le misure di conduttività sono state condotte nelle soluzioni (quest’ultime a 
20°C) in cui i campioni sono stati immersi utilizzando un conduttivimetro portatile HI 8333 
(HANNA, Padova) (Fig. 4.5.1.b). Il valore di conduttività elettrolitica lichenica è stato 
calcolato secondo la formula: 
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Note relative alle misure di conduttività 
Temperatura – Temperature più elevate aumentano sensibilmente la conduttività della 
soluzione, in seguito ad aumento di energia cinetica delle particelle. È importante quindi 
mantenere costante la temperatura dei liquidi analizzati o, in alternativa, costruire delle curve 
di calibrazione entro un possibile range di gradi di calore. 
 
Diluizione – L'effetto della diluizione è differente in relazione alla tipologia di elettrolita in 
oggetto: un elettrolita forte, come il cloruro di sodio o l'acido cloridrico, subisce una 
diminuzione di conduttanza perché, essendo già totalmente dissociato, risente della 
diminuzione di concentrazione. Un elettrolita debole, invece, è tendenzialmente poco 
conduttivo ma a seguito di dissociazione, favorita dalla diluizione, aumenta il numero di ioni 
presenti in soluzione e di conseguenza aumenta la conduttanza. Ovviamente oltre un certo 
limite, continuando a diluire, comincerà a prevalere l'effetto contrario. In questo lavoro è stato 
effettuato un esperimento preliminare per valutare l’effetto diluizione con le soluzioni 
ottenute dall’immersione dei licheni. In generale, è stato osservato che diluendo del 50% le 
soluzioni ottenute la conducibilità risultante era la media tra il valore di conducibilità della 
soluzione e le il valore di conduttività dell’acqua distillata. 
 
Unità di misura – In questo lavoro, analogamente ad altri studi (Rodriguez et al., 2007; Paoli 
& Loppi, 2008) l’unità di misura dell’indice utilizzato ha considerato sia il peso del campione 
sia il volume della soluzione utilizzata. Tale scelta non è stata però adottata in passato da 
molti autori, che spesso non hanno introdotto nell’unità di misura il peso e/o il volume 
(considerando costanti sia il peso dei campioni sia il volume della soluzione). Vista la 
popolarità della metodologia e la necessità di comparazione dei dati ottenuti da diverse 
ricerche, sarà auspicabile in futuro non solo l’utilizzo della stessa unità di misura, ma anche 
dello stesso protocollo sperimentale, ad oggi non ancora standardizzato. 
 
Problematicità del dato – I valori di conduttività dovrebbero essere proporzionali alla quantità 
di potassio rilasciato e quindi proporzionali al danno alle membrane. Le misure effettuate in 
questo lavoro e in alcuni esperimenti preliminari mostrano però che (i) i valori di conduttività 
non sono correlati alle misure del contenuto di MDA (indice del grado di perossidazione alle 
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membrane) e (ii) non sono state rilevate quantità significative di potassio (>1 ppm), nemmeno 
nelle soluzioni con i valori più elevati di conduttività attraverso metodi potenziometrici con 
elettrodi iono-selettivi (Horiba Cardy K+ Meter, Horiba Instruments, UK). Queste 
osservazioni evidenziano quindi che le basi teoriche di questa metodologia devono essere 
riviste, in quanto questo parametro sembra essere dipendente da altre variabili oltre che al 
contenuto di K+ nelle soluzioni di lavaggio.  
 
 
Figura 4.5.1. (a) immersioni dei talli nei becher contenenti acqua distillata e (b) fase delle misurazioni di 
conduttività 
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4.6 Malonildialdeide 
La Malonildialdeide (MDA) è un composto organico con formula CH2(CHO)2 e struttura 
abbastanza complessa (Fig. 4.6.1). La specie reattiva della MDA è prodotta fisiologicamente 
dagli organismi ed è considerato un marker di stress ossidativo. 
 
 
 
Figura 4.6.1. Struttura semplificata della MDA, che si trova solitamente nella sua forma enolica.  
 
Le specie reattive all’ossigeno (ROS, Reactive Oxygen Species), che includono molecole 
come i superossidi (p.es. O2-·), i perossidi (p. es. H2O2), l’ossigeno singoletto (
1O2) e il 
radicale idrossilico (HO·), sono prodotti inevitabili del metabolismo aerobico, essendo 
generati a livello delle catene di trasporto degli elettroni di mitocondri, cloroplasti e 
persossisomi. I ROS sono molecole tossiche e, se la loro concentrazione non è controllata, 
possono causare danni alle proteine, alle membrane, al DNA e, al limite, anche la morte 
cellulare (Mittler, 2002). Gli atomi di H adiacenti ai legami olefinici insaturi sono 
particolarmente soggetti alle reazioni ossidative e, conseguentemente, i lipidi insaturi delle 
membrane dei vegetali sono uno dei primi target degli agenti ossidanti. La quantificazione 
degli idroperossidi che si formano da queste reazioni è piuttosto difficile a causa 
dell’instabilità di tali molecole. Il grado di per ossidazione dei lipidi è quindi solitamente 
stimato indirettamente misurando la concentrazione dei prodotti di una successiva 
degradazione a carico degli idroperossidi. I perossidi degli acidi grassi polinsaturi si 
degradano generando MDA che, in molti casi, è l’aldeide più abbondante tra i prodotti di 
queste reazioni secondarie. In vivo, MDA e altre aldeidi possono alterare la struttura delle 
proteine, del DNA, del RNA e di altre biomolecole, ma possono anche agire come messaggeri 
secondari nella espressione di molti geni coinvolti nella risposta a stress a- e biotici. 
Il test TBARS (ThioBarbituric Acid Reactive Substances) è un saggio semplice e rapido per 
valutare la perossidazione dei lipidi e il contenuto di MDA (Davey et al., 2005). I campioni 
biologici contengono infatti una serie di sostanze che possono reagire con l’acido 
tiobarbiturico, tra le quali gli idroperossidi lipidici e le aldeidi. Per la quantificazione della 
MDA, il test necessita di una lettura spettrofotometrica a 532 nm, lunghezza d’onda alla quale 
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si osserva il picco di assorbimento del complesso MDA-TBA. Fin dalle prime applicazioni sui 
licheni, questa metodologia si è rivelata efficiente nel rilevare i danni a carico delle membrane 
cellulari. Contenuti maggiori di MDA sono stati osservati, ad esempio, su campioni lichenici 
esposti in ambienti particolarmente inquinati (Gonzáles & Pignata, 1994; Gonzáles et al., 
1996).  
 
TBARS test 
Questa parte sperimentale è stata condotta presso i laboratori del Dipartimento di Biologia 
Evolutiva e Funzionale, Sezione di Biologia Vegetale, dell’Università degli Studi di Parma, 
con la supervisione del prof. Luigi Sanità di Toppi. 
Il materiale, mantenuto fino al giorno delle misure a -80°C all’interno di contenitori sotto 
vuoto, è stato scongelato all’aria per ca. un’ora e successivamente suddiviso in più campioni 
sperimentali di ca. 400 mg. Ogni campione è stato omogeneizzato in una soluzione tampone 
di acido tricloroacetico allo 0,1% (w/v), filtrato attraverso delle garze sterili e quindi 
centrifugato a 10000 rpm per 10 min. Quindi, ad ogni volume di sopranatante sono stati 
aggiunti tre volumi di acido tricloroacetico al 20% (w/v) contenente acido 2-tiobarbiturico 
0,5% (w/v) seguendo il protocollo proposto da Heath & Packer (1968). La soluzioni così 
ottenute sono state incubate a 95 °C per 25 minuti, rapidamente raffreddate in ghiaccio e 
nuovamente centrifugate come sopra descritto. La determinazione del contenuto in MDA è 
stata effettuata spettrofotometricamente a 532 nm (spettrofotometro Cary 1E, Varian, CA, 
USA) secondo la formula: 
 
SeccoPesoestinzionediteCoefficien
diluizionediteCoefficienestrazionediVolumeAA
×
××− )( 532600  
 
dove A600 è la lunghezza d’onda di riferimento (assorbimento non specifico), il volume di 
estrazione è 5 mL, il coefficiente di diluizione 2 e coefficiente di estinzione 155 mM-1 cm-1. 
Le pesate sono state rapportate successivamente sulla base del peso secco moltiplicando per 
un fattore di conversione calcolato come descritto in Par. 4.3. 
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4.7 Glutatione 
Il glutatione è un tripeptide con proprietà antiossidanti formato da acido γ-glutammico, 
cisteina e glicina (Fig. 4.7.1). 
 
 
Figura 4.7.1. Struttura del glutatione nella sua forma ridotta 
 
Il glutatione si trova fisiologicamente nella maggior parte delle cellule pro- ed eucariote ed è 
spesso è la più abbondante molecola non-proteica contenente un gruppo tiolico. Il glutatione 
ricopre numerose funzioni fisiologiche nella cellula vegetale: esso è fonte di zolfo ridotto e 
regola la distribuzione di questo elemento tra i diversi organi, è coinvolto nella regolazione 
dell’espressione di alcuni geni, è il precursore delle fitochelatine (che chelano alcuni metalli 
pesanti presenti), è un substrato della glutatione S-transferasi (che catalizza il legame tra il 
GSH e sostanze xenobiotiche come gli erbicidi) e può partecipare inoltre ad alcuni processi 
che regolano il ciclo cellulare. Il glutatione – che fisiologicamente si presenta sia in forma 
ridotta (GSH), che ossidata (GSSG, glutatione disolfuro) – ha un ruolo importante nella difesa 
contro lo stress ossidativo nelle piante come in altri organismi in quanto possiede un gruppo 
tiolico (-SH) molto attivo nei processi di ossido-riduzione. I radicali liberi, e altre molecole 
ossidanti, ossidano infatti il GSH a GSSG, mentre la riduzione di GSSG a GSH è catalizzata 
dalla glutatione reduttasi NADPH dipendente (GR), usando NADPH. In primo luogo, il 
glutatione protegge i complessi cellulari con gruppi tiolici, target primari di agenti stressogeni 
ossidativi, evitando, ad esempio, l’inibizione della biosintesi enzimatica (review tratta da 
Noctor et al., 1998). 
La maggior parte delle ricerche in cui si è stata stimata la concentrazione di GSH all’interno 
dei talli lichenici sono state finalizzate allo studio della tolleranza di questi organismi alla 
disidratazione (p. es. Kranner & Grill, 1994; Kranner, 2002). Principalmente grazie agli studi 
di Ilse Kranner (Royal Botanic Gardens Kew, West Sussex, UK) e collaboratori, è stato 
osservato che il GSSG può essere prodotto in risposta alla eccessiva presenza di radicali liberi 
che si formano durante la disidratazione. In un secondo tempo, il GSSG è coinvolto nella 
protezione dei gruppi tiolici delle proteine, formando un complesso con le stesse (PSSG). In 
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questa maniera, i gruppi –SH sono preservati sia dalla formazione di irreversibili legami 
disolfuro, sia dall’ossidazione ad acido solfonico (Kranner, 2002). Lo studio del contenuto di 
glutatione è stato utile anche per comprendere gli effetti dello stress fotossidativo nei licheni: 
analogamente alle piante superiori, infatti, il GSH diminuisce in presenza di intensità 
luminose fotoinibenti (p. e.s Štepigová et al., 2007). Questa molecola, come sopra descritto, è 
anche il precursore delle fitochelatine (Grill et al., 1985). A riguardo, diverse ricerche hanno 
indagato possibili variazioni di GSH indotte da metalli pesanti, sia su talli integri che in 
coltura. La risposta non pare essere univoca, perché da un lato i metalli sembrano stimolare la 
sintesi di GSH e dall’altro essi ne possono indurre l’ossidazione. Generalizzazioni non sono 
inoltre possibili a causa della differente specie-specificità della risposta ai metalli indagati 
(Pawlik-Skowronska et al., 2002; Sanità di Toppi et al., 2004). Nel campo del 
biomonitoraggio, Silberstein et al. (1996), affermarono che l’inquinamento urbano induce un 
aumento di GSH all’interno dei talli lichenici trapiantati anche se, in una delle specie indagate 
[Ramalina duriaei, ora Ramalina lacera (With.) J.R. Laundon] la concentrazione di GSH è 
diminuita drasticamente. 
 
Analisi del contenuto di GSH 
Analogamente ai livelli di MDA, le concentrazioni di GSH sono state determinate su 
campioni mantenuti sottovuoto e congelati a -80°C fino al momento delle analisi, svolte 
presso i laboratori del Dip. di Biol. Evol. e Funz. (Univ. di Parma). 
I campioni (di ca. 150 mg) sono stati omogeneizzati in un mortaio, in ghiaccio, aggiungendo 
acido 5-sulfosalicilico 5% (w/v) contenente acido dietilenetriaminopentacetico 6.3 mM, 
seguendo il protocollo proposto da De Knecht et al. (1994). Successivamente ad un ciclo di 
centrifugazione a 14000 rpm per 10 min., i surnatanti sono stati filtrati attraverso filtri 
Minisart da 0.45 µm (Satorius, UK) e analizzati tramite HPLC. Il GSH è stato separato 
dall’estratto iniettato (200 µL) attraverso una colonna C18 a fase inversa (Purosphere, 
Merck). La separazione è stata ottenuta isocraticamente utilizzando una fase mobile di 
acetonitrile 2% (v/v) in soluzione acquosa contenente acido trifluoroacetico 0.05% (v/v) ad un 
flusso di 0.7 mL min-1. Il GSH è stato quindi determinato attraverso sistemi di 
derivatizzazione post-colonna effettuata mediante 300 µM di acido 5,5’dithio(2-
nitrobenzoico) (reagente di Ellman) analizzando in continuo l’assorbanza a 412 nm (detector 
430 UV-VIS, Kontron, UK). La quantificazione di GSH è stata effettuata utilizzando una 
curva di calibrazione standard per i gruppi –SH, identificando il GSH (Fig. 4.7.2) e 
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comparando il suo tempo di ritenzione con lo standard certificato, di cui era stata effettuata la 
cromatografia seguendo lo stesso protocollo. I valori ottenuti sono stati riportati sulla base del 
peso secco analogamente a quanto descritto nel Par 4.3. 
 
 
Figura 4.7.2.  Esempio di cromatogramma di analisi ottenuto tramite HPLC. Esso rappresenta la quantità di GSH 
rilevato in funzione del tempo nei campioni A1, A2, B. L’altezza dei picchi è proporzionale alla concentrazione 
di GSH nell’estratto analizzato. Questi dati sono relativi ad una sperimentazione che verrà presentata in seguito. 
Massimo Piccotto – Effetti degli NOX sulla fisiologia dei licheni foliosi epifiti 
 
 52 
4.8 Contenuto elementare e bioaccumulo 
 
Il bioaccumulo è una tecnica di biomonitoraggio che consiste nelle misurazioni delle 
concentrazioni di sostanze in organismi in grado di assorbirle ed accumularle dall’ambiente 
(in questo caso, licheni). I licheni, grazie alle loro peculiari caratteristiche morfologiche, 
fisiologiche ed ecologiche, possono essere considerati tra gli organismi più comunemente 
usati come biomonitor: essi infatti hanno ampia distribuzione, sviluppano un alto rapporto 
superficie/massa, sono dotati di elevata capacità di scambio cationico, mancano di una 
cuticola ben sviluppata e di apparato radicale, e per il loro metabolismo dipendono soprattutto 
dalle deposizioni atmosferiche (Bargagli, 1998; Wolterbeek, 2002). Il loro impiego permette 
quindi di effettuare rapidamente, a costi contenuti e con un’alta densità di campionamento, il 
monitoraggio delle deposizioni di elementi in traccia (Bargagli et al., 2002). Una comune 
assunzione degli studi di bioaccumulo è che la composizione elementare degli organismi 
utilizzati possa riflettere, in modo integrato, le concentrazioni atmosferiche degli elementi in 
traccia, ma i tentativi di trovare correlazioni significative fra le concentrazioni nei biomonitor 
e quelle misurate strumentalmente nelle deposizioni atmosferiche o nell’aria ambiente 
generalmente portano risultati piuttosto contraddittori (Bargagli, 1998). Ciò dipende 
probabilmente da diversi fattori, come ad esempio le ampie variazioni delle concentrazioni 
degli inquinanti nelle deposizioni secche ed umide, la scarsezza di dati strumentali che 
riescano a riflettere in modo attendibile gli andamenti spazio-temporali dei fenomeni di 
inquinamento, l’influsso delle condizioni meteorologiche sull’accumulo/rilascio di inquinanti, 
la variabilità biologica intrinseca agli organismi. Nel caso si utilizzino organismi trapiantati, 
come in questo lavoro, le condizioni sperimentali sono più controllabili: ad esempio, il tempo 
di esposizione è definito, e quindi viene eliminato un importante fattore di variabilità 
rappresentato dall’età del biomonitor (o meglio, della parte di esso che viene usata per le 
determinazioni analitiche). Diversi studi hanno in effetti evidenziato la capacità dei licheni di 
rappresentare la contaminazione atmosferica (p. es. Rizzio et al., 2001; Costa et al., 2002; 
Bergamaschi et al., 2005), anche se bisogna sottolineare come, almeno in alcuni casi, le 
conclusioni alle quali sono giunti gli autori risultano forzate da un design sperimentale poco 
rigoroso (review tratta da Pittao, 2007). 
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Trattamento per l’analisi del contenuto elementare 
I campioni (ca. 150 mg), puliti da eventuale materiale non lichenico adeso (corteccia, briofite, 
ecc.) sono stati polverizzati (granulometria <150 µm) dapprima utilizzando un coltello con 
lama in ceramica e successivamente frantumati un pestello in agata in presenza di azoto 
liquido. Il materiale polverizzato è stato trasferito in provette Eppendorf da 1,5 mL e inviato 
per l’analisi del contenuto elementare all’Acme Analytical Laboratories (Vancouver, Canada). 
Il materiale è stato digerito in acqua regia a 95 °C e analizzato attraverso ICP-MS 
(Inductively coupled plasma-mass spectrometry), una tipologia di spettrometria di massa in 
grado di determinare la concentrazione di sostanze inorganiche metalliche e non-metalliche 
presenti in concentrazioni inferiori a una parte per bilione. L’accuratezza dei risultati analitici 
è stata verificata inviando della polvere lichenica standard di riferimento (BCR-482) 
certificata da IRMM (Institute for Reference Materials and Measurements, Geel, Belgio). 
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5 Campionatori passivi 
 
In uno degli esperimenti presentati in seguito, sono stati utilizzati dei campionatori passivi 
(Passam ag, Svizzera, forniti da Attalea snc, Milano) per misurare la concentrazione degli 
inquinanti aerodiffusi nel sito di controllo e per osservarne l’attendibilità dal confronto con i 
dati forniti dalla centralina ARPA. 
I campionatori passivi – dei cilindri (fiale) di plastica lunghi ca. 8 cm con un diametro di 1 cm 
– sono strumenti che permettono di misurare la concentrazione di specifici inquinanti 
aerodiffusi (p.es. O3, NOX) (Fig. 5.1a). Il principio fisico su cui sono stati progettati si basa 
sulle proprietà che hanno i gas di diffondere passivamente in un mezzo adsorbente. Tali 
proprietà sono state espresse matematicamente da alcune leggi descritte per la prima volta dal 
fisiologo tedesco Adolf Eugen Fick (1829-1901). I campionatori passivi impiegati sono tubi 
inerti di polipropilene, all'interno dei quali è posto un composto che reagisce in modo 
selettivo con l'inquinante di interesse. Una volta innescata la reazione, con l'apertura della 
fiala, si crea un differenziale di concentrazione tra l'esterno della fiala e l'interno. Le molecole 
del gas esaminato migrano (si diffondono) dalle concentrazioni più elevate verso quelle 
inferiori. Il processo viene interrotto con la chiusura della fiala al termine del periodo di 
misura, che corrisponde al periodo di esposizione. Il contenuto è quindi determinato 
spettrofotometricamente (Gerobles et al., 2005; Hangartner, 2006). 
 
 
Figura 5.1. Campionatore passivo (a) da posizionare all’interno dell’espositore (b). L’immagine (c) mostra il 
posizionamento degli espositori durante una fase di questo studio.  
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Procedure di esposizione 
Ogni campionatore, sigillato da un tappo presente nel fondo della fiala, è stato aperto nel sito 
di indagine e quindi posizionato all’interno nell’espositore di plastica, con la parte aperta 
rivolta verso il basso (Fig. 5.1b). Ogni espositore è stato collocato a circa quattro metri da 
terra (Fig. 5.1c), legato con fascette in PVC al tronco di un albero o un lampione a seconda 
del sito. La durata del periodo di esposizione di ogni campionatore è stata di una settimana, 
allo scadere delle quali i campionatori sono stati prelevati e nuovamente sigillati. I dati di 
giorno, ora, luogo dell’esposizione e del ritiro sono stati registrati in un’apposita scheda, 
inviata al fornitore assieme alle fiale utilizzate. Tutti i campionatori, sia  prima che dopo 
l’esposizione, sono stati conservati in frigo a 4°C per evitare possibili alterazioni delle 
sostanze contenute dovute a temperature troppo elevate. 
 
6 Analisi Statistica 
La significatività delle differenze tra i gruppi di dati raccolti in questo lavoro sono stati 
valutati quasi esclusivamente utilizzando test statistici non parametrici (p.es. test U di Mann-
Whitney). Tale scelta è stata effettuata in quanto le misure eco-fisiologiche spesso non 
raggiungono una numerosità campionaria tale di avere la certezza che le variabili in questione 
sia distribuita in modo normale. Inoltre, per quanto riguarda le misure fluorimetriche, alcuni 
lavori (Lazár & Nauš, 1998; Baruffo & Tretiach, 2007) hanno dimostrato che molti dei 
parametri utilizzati non hanno una distribuzione normale e quindi, anche in presenza di una 
notevole numerosità campionaria, non è possibile utilizzare test parametrici. 
I dati sperimentali sono stati analizzati e rappresentati utilizzando i programmi Microsoft® 
Office Excel 2003 SP3 (Microsoft Corporation, WA, USA), Statistica 6.0 (Statsoft Inc., 
Tulsa, USA) e Sigmaplot 11.0 (Systat Software Inc., San Jose, USA). 
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7. Sezione sperimentale 
 
In questa sezione vengono riportate le sperimentazioni condotte in questo lavoro, le prime di 
carattere metodologico (Parr. 7.1, 7.2), le successive mirate ad osservare gli effetti del 
trapianto dei licheni in ambiente urbano (Parr. 7.3, 7.4). Viene quindi presentata la 
sperimentazione effettuata presso l’Università di Valencia (Spagna) finalizzata al 
miglioramento delle tecniche di microscopia confocale in ambito lichenologico (Par 7.5). 
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7.1 Licheni e fotosintesi: quanto conta il regime luminoso di crescita? 
 
Obiettivo: Indagare se le performance fotosintetiche dei licheni sono dipendenti dal 
regime luminoso di crescita 
 
Riassunto 
Nelle piante superiori, l’assimilazione di CO2 e l’emissione di fluorescenza della clorofilla a 
sono notoriamente modulate dal regime luminoso di crescita delle foglie. Tale relazione è 
stata studiata in sette specie di licheni foliosi con alghe verdi [Flavoparmelia caperata (L.) 
Hale, Lobaria pulmonaria (L.) Hoffm., Parmelina tiliacea (Hoffm.) Hale, Parmotrema 
perlatum (Huds.) M. Choisy, Xanthoparmelia tinctina (Maheu & A. Gillet) Hale, Xanthoria 
calcicola Oksner, X. parietina (L.) Th.Fr.], raccolti in ambienti luminosi molto diversi, dalle 
rocce più esposte ai boschi più chiusi. Tre delle specie indagate sono state raccolte anche in 
differenti condizioni di esposizione (per esempio, su rocce esposte a Nord o a Sud) per 
verificare ulteriori adattamenti intraspecifici. In laboratorio, i talli sono stati divisi in due 
metà, che sono state usate rispettivamente per le misure di scambio gassoso e di emissione di 
fluorescenza. Queste sono state condotte a intensità luminose specie-specifiche, e 
corrispondenti ai descrittori di una curva di risposta alla luce (buio, punto di compensazione e 
di saturazione alla luce, PPFDIk, ecc.). Il contenuto di pigmenti fotosintetici è stato stimato 
spettrofotometricamente in estratti grezzi in DMSO. I risultati confermano che l’attività 
fotosintetica aumenta con il contenuto di clorofilla: entrambi questi fattori risultano 
influenzati non solo dal regime luminoso di crescita, ma anche dalla disponibilità ambientale 
di azoto. Analogamente a quanto osservato nelle foglie, i licheni di ambienti poco luminosi 
emettono più fluorescenza dei licheni di ambienti esposti: alcuni parametri fluorimetrici (F0, 
Fm, rETR) mostrano non solo chiare differenze tra licheni di habitat differenti, ma anche come 
la conversione dell’energia assorbita nel processo fotosintetico aumenti in buon accordo con 
l’intensità luminosa dell’ambiente di crescita. 
 
Parole-chiave: fluorescenza della clorofilla a; clorofille, LRC, foto-acclimatazione; 
fotosintesi 
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7.1.1 Introduzione 
Nel campo della fisiologia vegetale, da sempre si è cercato di comprendere quali siano i 
fattori ambientali che possano influenzare maggiormente le performance fotosintetiche degli 
organismi fotoautotrofi. Gli studi effettuati sulle piante superiori – molto più numerosi 
rispetto a quelli effettuati su altri organismi fotosinteticamente attivi – hanno dimostrato come 
l’intensità luminosa possa modulare la costituzione delle foglie a livello morfologico, 
ultrastrutturale e fisiologico (Boardman, 1977; Meier & Lichtenthaler, 1981; Anderson et al., 
1995). Negli ultimi anni è stato osservato inoltre come le più recenti tecniche fluorimetriche 
possano rilevare possibili differenze nell’efficienza di utilizzo dell’energia luminosa catturata 
da parte degli apparati fotosintetici di foglie “di sole” o “di ombra”. Generalmente, infatti, le 
foglie “di sole” si contraddistinguono per valori maggiori di Fv/Fm, RFD e da una minore 
emissione di fluorescenza clorofilliana per sé (p. es. F0, Fm) delle foglie “di ombra”, a 
evidenziare una notevole capacità di convertire i quanti assorbiti in energia fotochimica 
(Lichtenthaler and Babani, 2004). 
Per quanto riguarda gli studi lichenologici, diversi autori hanno cercato di comprendere come, 
anche in questi organismi, il regime luminoso di crescita moduli la fotosintesi e i processi 
fisiologici a essa associati (Rundel, 1972; Green et al., 1997; Pintado et al., 1997; Green et al., 
1998). Analogamente alle piante vascolari, ad esempio, licheni di habitat scarsamente 
illuminati (low light, LL) raggiungono la saturazione e la compensazione del processo 
fotosintetico ad intensità luminose più basse rispetto ai licheni di ambienti luminosi (high 
light, HL). Altri parametri, come il valore massimo di fotosintesi (Pgmax) o il contenuto di 
clorofille, non sembrano essere inequivocabilmente associabili al regime luminoso di crescita 
(Velly & Leclerc, 1987; Tretiach & Brown, 1995; Green et al., 1997; Pintado et al., 1997). 
Sulla base di questi dati, si può ipotizzare che la radiazione luminosa non sia il fattore 
ambientale predominante a determinare le capacità fotosintetica dei licheni, contrariamente a 
quanto osservato nelle le foglie “di sole” e “di ombra”. La differente risposta alla luce di 
foglie e licheni può essere dovuta alla specifica funzione che svolgono le prime, “costruite” 
specificatamente per l’assimilazione della CO2 (Cowan, 1986), mentre i secondi possono 
essere definiti come piccoli ecosistemi (Farrar, 1976). I licheni infatti spesso sembrano 
imitare la struttura di una foglia (Sanders, 2001), ma la loro architettura si è evoluta per 
ottimizzare anche l’assimilazione di acqua (Jahns, 1984; Sancho & Kappen, 1989), di 
nutrienti (Sundberg et al., 2001) e i processi riproduttivi (Hestmark, 1992). In questo studio, 
abbiamo verificato se il regime luminoso di crescita influenzi effettivamente l’efficienza 
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fotochimica e fotosintetica dei fotobionti di alcuni licheni foliosi. I risultati, ottenuti 
dall’analisi di 12 popolazioni licheniche campionate lungo un ampio gradiente luminoso, 
mostrano come l’emissione di fluorescenza della clorofilla a (ChlaF) indichi il foto-
adattamento del PSII alla luminosità dell’habitat di crescita – analogamente alle foglie “di 
sole” e “di ombra” – evidenziando inoltre alcuni aspetti problematici che necessitano ulteriori 
indagini. 
 
7.1.2 Materiali e metodi 
Campionamento del materiale 
Sette specie di licheni sono state campionate in ambienti luminosi molto diversi, dalle rocce 
più esposte ai boschi più chiusi (Tab. 7.1.2.1; Fig. 7.1.2.1), dove ognuna di loro rappresentava 
la specie più frequente e abbondante. Il fotobionti di questi licheni appartengono ai generi 
Dictyochloropsis [la sola Lobaria pulmonaria, vedi Tschermak-Woess (1984) o Trebouxia (le 
specie rimanenti), vedi Ahmadjian (2001)]. Flavoparmelia caperata, Parmelina tiliacea, 
Xanthoria calcicola e X. parietina sono state campionate in differenti esposizioni (p. es. 
Nord/Sud) per valutare la possibile foto-acclimatazione intraspecifica. I talli sono stati rimossi 
dal substrato utilizzando un taglierino e indossando guanti in lattice. Il materiale è stato 
lasciato ad asciugare all’aria nell’oscurità per un giorno, quindi riposto all’interno di una 
placca petri che è stata mantenuta in un sacchetto assieme a dei modesti quantitativi di silica 
gel. L’aria dalle buste è stata rimossa utilizzando uno strumento commerciale per creare il 
vuoto. I licheni sono stati riportati in laboratorio nell’arco di 10 giorni, quindi, dopo una 
minuziosa pulizia per eliminare polvere, briofite e altro materiale adeso, per ogni specie sono 
stati selezionati i sei talli migliori, successivamente divisi in due parti (A, B). Le parti A sono 
state usate per le misure di scambi gassosi e le parti B per le misure fluorimetriche. Le 
porzioni, dopo essere state lasciate 48 h. in una campana di vetro contenente silica gel, sono 
state mantenute sottovuoto a -20 °C fino al giorno delle misurazioni, entro comunque tre mesi 
dal campionamento. 
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Tabella 7.1.2.1. Specie indagate, siti di raccolta, latitudine, longitudine, altitudine (m s.l.m.), habitat, substrato 
(§, epifita; #, epilitica), esposizione (°, gradi), valore dell’indice di eutrofizzazione assegnato (da Nimis & 
Martellos, 2008) e irradiazione solare potenziale (MJ m-2 year-1) calcolata secondo Lausi & Codogno (1985), 
utilizzata per ordinare i campioni secondo il gradiente luminoso. 
Specie Sito di raccolta Lat (N) 
Long (E) 
Alt. 
 
 
Habitat Substrato Esposiz. Eutroph. 
Index 
Irr. Sol.Pot. 
 
          
          
A 
 
Xanthoparmelia tinctina  
(Maheu & A. Gillet) Hale 
Italy (I), Sassari prov., Mt. 
Limbara 
40°51'27" 
9°05'45" 
800 rocce isolate 
 
#, granito 
 
30°, S 
 
3 13,081 
          
B Xanthoria calcicola 
Oksner 
I, Sassari prov., Chiaramonti, 
Nuraghe Rùiu 
40°45'36" 
8°50'59" 
200 muro di un nuraghe #, basalto 90°, S 
 
5 8,535 
          
C Parmelina tiliacea 
(Hoffm.) Hale 
I, Nuoro prov., Bórore, 
Nuraghe Imbertighe 
40°12'09" 
8°49'39" 
400 rocce isolate 
 
#, trachite 90°, SW 3 8,439 
          
D Xanthoria parietina (L.) 
Th.Fr. 
I, Udine prov., Precenicco, 
Canedo 
45°42'54" 
13°03'54" 
2 giovane piantagione §, corteccia di 
Juglans regia 
90°, S 4 6,249 
          
E Xanthoria parietina (L.) 
Th.Fr. 
I, Udine prov., Latisana, 
Pertegada 
45°43'24" 
13°02'29" 
4 muro basso ombreggiato #, mattoni 0°, - 3 5,172 
          
F Flavoparmelia caperata 
(L.) Ach. 
I, Trieste prov., Opicina, 
Percedol 
45°42'19" 
13°48'09" 
300 bosco deciduo di ca. 50 anni §, corteccia di 
Fraxinus ornus 
90°, S 1 4,379 
          
G Parmelina tiliacea 
(Hoffm.) Hale 
I, Nuoro prov., Bórore, 
Nuraghe Imbertighe 
40°12'09" 
8°49'39" 
400 rocce isolate 
 
#, trachite 90°, NE 3 3,066 
          
H Xanthoria calcicola 
Oksner 
I, Sassari prov., Chiaramonti, 
Nuraghe Rùiu 
40°45'36" 
8°50'59" 
200 muro di un nuraghe #, basalto 90°, N 4 801 
          
I Xanthoria parietina (L.) 
Th.Fr. 
I, Udine prov., Latisana, 
Pertegada, Le Lame 
45°42'19" 
13°48'09" 
3 piccolo giardino domestico  §, corteccia di 
Albizia julibrissin 
60°, N 3 534 
          
J Flavoparmelia caperata 
(L.) Ach. 
I, Trieste prov., Opicina, 
Percedol 
45°42'54"  
13°03'54" 
300 bosco deciduo di ca. 50 anni §, corteccia di 
Fraxinus ornus 
90°, N 1 249 
          
K Parmotrema perlatum 
(Huds.) M.Choisy 
I, Trieste prov., Opicina, 
Percedol 
45°42'19"  
13°48'14" 
300 Bosco deciduo nella conca di 
una dolina 
§, corteccia di 
Quercus robur 
90°, N 2 92 
          
L Lobaria polmonaria (L.) 
Hoffm. 
I, Nuoro prov., Bolótana, 
Punta Palai 
40°20'03" 
8°55'09" 
800 Bosco maturo di Quercus 
pubescens e Taxus baccata 
§, corteccia di 
Quercus 
pubescens 
90°, N 2 84 
          
 
 
 
Figura 7.1.2.1. Immagini degli ambienti di raccolta di alcune delle specie indagate, X. tinctina (a), X. calcicola N 
e S (b) e X. parietina S (c). 
Massimo Piccotto – Effetti degli NOX sulla fisiologia dei licheni foliosi epifiti 
 
 61 
Scambi gassosi 
I ratei di assimilazione di CO2 sono stati misurati su un unico campione “aggregato” – 
formato cioè da porzioni di più talli – per ogni specie. L’affidabilità di questa metodologia, 
già utilizzata in passato (Tretiach & Geletti, 1997; Tretiach et al., 2005) è stata positivamente 
testata in un esperimento preliminare, dove la media di sei LRC ottenute da sei talli di F. 
caperata è stata confrontata con la LRC ottenuta aggregando porzioni omogenee (ca. 5.5 cm2) 
di ciascuno dei sei talli (p. es. Fig. 4.1.1b). 
Rimossi dal freezer, le porzioni sono state portate tutte alle stesse dimensioni (ca. 5-7 cm2), 
mantenendo solamente le parti periferiche dei talli (fino a 3 cm dal margine). I campioni 
sperimentali sono stati quindi ottenuti aggregando le parti selezionate in una sola placca petri. 
Le RWC-RC e LRC sono state condotte successivamente ad una graduale re-idratazione del 
materiale e le misure sono state espresse rapportando i ratei all’area dei campioni secondo le 
procedure descritte nel Par 4.1. Le LRC ottenute sono state semplificate all’equazione di 
Smith (Lange et al., 1991). I ratei di assimilazione di CO2 sono stati misurati utilizzando 
l’IRGA e il sistema di illuminazione FL-400 descritti nei Par. 4.1. 
 
Fluorimetria 
Le misure fluorimetriche sono state effettuate sulle metà “B” di ogni tallo. È stato evitato il 
re-utilizzo del materiale analizzato per gli scambi gassosi in quanto l’esposizione a intensità 
luminose elevate durante le misure con l’IRGA (fino a 1100 µmol photons m-2 s-1) potrebbero 
in alcuni casi aver indotto fenomeni inibitori (Demming–Adams et al. 1990a,b). Rimossi dal 
freezer, il campioni sono stati trattati analogamente ai quelli utilizzati per le misure di 
scambio gassoso. Prima delle misure fluorimetriche, per attivare i fotosistemi dei fotobionti 
(Tretiach & Brown, 1995), le porzioni sono state esposte 2 h in stato idratato alle specifiche 
intensità luminose PPFDIk (LU400, GE Lighting Tungsram, Ungheria), dedotte dalle LRC. 
Successivamente ad un adattamento al buio di 90 minuti, sono state condotte delle curve di 
induzione di ChlaF a PPFDIk; dopo ulteriori 90 minuti al buio, sono state indotte curve ad 
intensità luminosa saturante (4PPFDIk, ca. 125% PPFDsat) utilizzando la stessa sorgente 
luminosa FL-400. Le procedure delle misure fluorimetriche sono state descritte nel Par. 4.2. 
Al termine, i campioni sono stati de-idratati dapprima in laboratorio, al buio, per 24 h, poi per 
ulteriori 48 h in una campana di vetro contenente silica gel e quindi sono stati riposti in 
freezer a -20°C. Il materiale congelato è stato utilizzato in seguito per stimare la 
concentrazione di pigmenti fotosinteticamente attivi. Durante le misure, la temperatura dei 
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talli e la CO2 ambientale sono state rispettivamente di 19±1 °C and 457±56 ppm. L’emissione 
di ChlaF per sé (dalla quale sono state ottenute le curve di Kautsky) è stata rapportata sulla 
base della temperatura interna dello strumento (range osservato: 20÷23 °C) come descritto da 
Baruffo & Tretiach (2007). 
 
Pigmenti fotosintetici 
Il materiale necessario per la stima del contenuto dei pigmenti fotosinteticamnete attivi (4 
campioni di ca. 35 mg per ogni specie) è stato ottenuto dai campioni utilizzati per le misure 
fluorimetriche. Le estrazioni sono state effettuate seguendo il protocollo descritto nel Par. 4.3. 
 
Caratterizzazione del regime luminoso dell’habitat di raccolta 
Una stima approssimativa della disponibilità dell’energia solare negli ambienti in cui sono 
stati raccolti i campioni è stata effettuata seguendo i calcoli proposti da Lausi & Codogno 
(1985). Tale sistema fornisce l’irradiazione solare potenziale (MJ m-2 year-1) di una precisa 
zona del globo terrestre sulla base della latitudine, pendenza ed esposizione del sito indagato 
(Tab. 7.1.2.1). L’irraggiamento degli ambienti boschivi è stato stimato diminuendo il valore 
calcolato in base ad un indice di copertura fogliare (LAI, Leaf Area Index) calcolato per ogni 
habitat e stagione e fissando a 0.5 il coefficiente di attenuazione (Monsi & Saeki, 1953). Il 
range dei valori di LAI utilizzati è stato 0.4÷4.5 (dalla piantagione di Juglans regia al bosco 
misto Quercus pubescens-Taxus baccata). I risultati di queste elaborazioni sono riportati 
nell’ultima colonna della Tab. 7.1.2.1 
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7.1.3 Risultati 
Contenuto di pigmenti 
Il contenuto di Chl a, Chl b, C (x+c) ed i rapporti da essi derivati sono riportati in Tab. 
7.1.3.1. Nonostante le notevoli variazioni osservate, valori simili sono stati misurati tra le 
specie dello stesso genere (Xanthoria), ma anche in generi vicini tassonomicamente 
(Flavoparmelia, Parmelina, Xanthoparmelia). Tra i campioni della stessa specie, i talli 
raccolti ad esposizione Sud hanno un contenuto di clorofille maggiore di quelli esposti a 
Nord; i campioni epilitici indagati hanno inoltre un contenuto di pigmenti maggiore di quelli 
epifiti. Rapportando le concentrazioni stimate sulla base della superficie dei talli, le differenze 
intraspecifiche si mantengono, in quanto il TSW (Tallus Specifc Weight, rapporto 
peso/superficie) non varia apprezzabilmente tra talli della stessa specie. Contrariamente, però, 
si osserva che i valori rapportati alla superficie dei campioni evidenzia come le specie di HL 
hanno i contenuti maggiori e vice-versa. L’eccezione è la specie sciofila Parmotrema 
perlatum, che, inoltre, ha il più elevato valore del rapporto Chl/C(x+c). I bassi valori del 
rapporto A435/A415 osservato nei licheni con cortex inferiore melaninizzato confermano 
quanto discusso nel Par. 4.3. 
 
Tabella 7.1.3.1. Media e deviazione standard del contenuto e dei rapporti dei pigmenti fotosinteticamente attivi, 
indice di feofitinizzazione e TSW. I licheni sono elencati come in Tab. 7.1.2.1. Valori della stessa colonna 
seguiti dalla stessa lettera non differiscono significativamente con p=0.05 (Test U di Mann-Whitney, n=4). 
Specie 
 Chl a 
(mg g-1) 
Chl b 
(mg g-1) 
C (x+c) 
(mg g-1) 
Chl a / 
Chl b 
Chl (a+b) / 
C (x+c) 
 
A435/A415 TSW 
(g m-2) 
Chl a 
(mg m-2) 
A 
 
Xanthoria tinctina# 1.36 ± 0.13 0.49 ± 0.03 0.41 ± 0.04  2.78 ± 0.11 hi 4.49 ± 0.17 c 1.07 ± 0.12 401 546 ± 53 ab 
B Xanthoria calcicola# 2.48 ± 0.20 0.79 ± 0.03 0.82 ± 0.04 3.14 ± 0.19 def 3.97 ± 0.10 f 1.37 ± 0.01 251 623 ± 50 a 
C Parmelina tiliacea# 1.61 ± 0.13  0.56 ± 0.03 0.54 ± 0.03 2.87 ± 0.15 ghi 4.01 ± 0.13 f 1.19 ± 0.03 227 366 ± 30 d  
D Xanthoria parietina§ 2.57 ± 0.11 0.69 ± 0.04 0.78 ± 0.03 3.70 ± 0.08 a 4.19 ± 0.07 e 1.41 ± 0.02 178 459 ± 19 c 
E Xanthoria parietina# 2.76 ± 0.11 0.80 ± 0.01 0.83 ± 0.01 3.44 ± 0.13 bc 4.28 ± 0.12 cde 1.35 ± 0.02 129 356 ± 14 d 
F Flavoparmelia caperata§ 1.29 ± 0.21 0.52 ± 0.09 0.47 ± 0.05 2.47 ± 0.04 j 3.82 ± 0.25 f 1.01 ± 0.09 143 184 ± 30 f 
G Parmelina tiliacea# 1.47 ± 0.09 0.57 ± 0.02 0.48 ± 0.01 2.59 ± 0.23 ij 4.24 ± 0.09 de 1.18 ± 0.04 232 340 ± 20 d 
H Xanthoria calcicola# 1.80 ± 0.15 0.55 ± 0.06 0.60 ± 0.02 3.27 ± 0.10 cde 3.91 ± 0.22 f 1.41 ± 0.01 261 469 ± 40 bc 
I Xanthoria parietina§  2.28 ± 0.25 0.67 ± 0.07 0.67 ± 0.05 3.41 ± 0.02 bd 4.42 ± 0.17 cd 1.40 ± 0.01 169 386 ± 42 d 
J Flavoparmelia caperata§ 1.22 ± 0.19 0.51 ± 0.06 0.44 ± 0.04 2.35 ± 0.16 j 3.89 ± 0.22 f 0.95 ± 0.06 152 185 ± 29 f 
K Parmotrema perlatum§ 3.75 ± 0.15 1.27 ± 0.01 0.90 ± 0.03 2.95 ± 0.10 fgh 5.59 ± 0.02 a 1.26 ± 0.01 129 482 ± 20 bc 
L Lobaria pulmonaria§,* 1.80 ± 0.07 0.59 ± 0.04 0.49 ± 0.01 3.08 ± 0.18 efg 4.83 ± 0.10 b 1.45 ± 0.01 151 272 ± 11 e 
          
* L. pulmonaria contiene anche ficobiliproteine. Ficoeritrina: 1.46 mg g-1; ficocianina: 0.30 mg g-1; alloficocianina: 0.20 mg g-1. Il contenuto 
di ficobiliproteine è stato stimato da Bolzan F. & Talarico L. (Dip. di Scienze della Vita, Università di Trieste) 
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Scambi gassosi 
I risultati dell’esperimento preliminare condotto per verificare l’attendibilità delle misure 
fornite da un campione aggregato sono riassunti in Tab. 7.1.3.2. Non sono state osservate 
differenze significative (p=1, Mann-Whitney U test) tra Pnmax e DR calcolati tra la media 
delle sei LRC e la media delle misure effettuate sul campione aggregato. In buon accordo, i 
valori stimati di α, PPFDIk, and PPFDsat possono essere ritenuti rappresentativi dei campioni 
analizzati. Conseguentemente, l’utilizzo del campione aggregato è stato esteso alle specie di 
indagine della sperimentazione. 
 
Tabella 7.1.3.2. Parametri ottenuti dall’analisi delle LRC condotte nell’esperimento preliminare per testare 
l’attendibilità dell’ultizzo di un campione aggregato. Per le misure condotte sui singoli talli e sul campione 
aggregato, Pnmax e DR sono riportati come media e deviazione standard di tre misure. Le condizioni sperimentali 
sono state: RWC ottimale, 360±10 ppm CO2, e 19±1°C. Maggiori dettagli nel testo. 
 
 
Pnmax 
(µmol CO2  
m-2 s-1) 
DR 
(µmol CO2  
m-2 s-1) 
α 
(µmol CO2 µmol 
photons-1) 
PPFDIk 
(µmol photons 
m-2 s-1) 
PPFDsat 
(µmol photons 
m-2 s-1) 
 
Tallo singolo 3.17 ± 0.09 -0.73 ± 0.08 0.0318 123 
 
470 
 “ 2.47 ± 0.04 -0.34 ± 0.06 0.0238 118 380 
 “ 1.41 ± 0.04 -0.59 ± 0.05 0.0183 109 430 
 “ 4.11 ± 0.05 -0.64 ± 0.03 0.0310 153 500 
 “ 1.44 ± 0.14 -0.76 ± 0.15 0.0218 101 370 
 “ 5.35 ± 0.04 -0.86 ± 0.01 0.0357 174 590 
       
  Media (n=6) 2.91 ± 1.47 -0.65 ± 0.18 0.0270 132 460 
       
       
 Campione 
aggregato 
 
2.80 ± 0.17 
 
-0.65 ± 0.20 
 
0.0251 
 
137 
 
490 
 
 
I parametri dedotti dalle LRC e dalla successiva modellizzazione attraverso l’equazione di 
Smith sono riportati in Tab. 7.1.3.3. I valori più elevati di Pgmax sono stati riscontrati nelle 
specie di HL (X. parietina S, Xanthoparmelia tinctina, Xanthoria calcicola S, P. tiliacea 
SW), mentre i valori più bassi nei talli di F. caperata (sia esposta a Nord che a Sud). 
Quest’ultima è una specie frequente in siti con abbondante luce diffusa e i suoi ratei 
fotosintetici sono generalmente bassi se presenta propaguli vegetativi sviluppati (Tretiach & 
Campanelli, 1992). Tra i campioni della stessa specie, i talli esposti a Sud hanno mostrato 
valori di Pgmax da 1.12 (F. caperata) a 1.74 (X. calcicola) volte più elevati di quelli esposti a 
Nord, sia rapportati al peso secco che all’area. In buon accordo con i risultati di precedenti 
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ricerche (Tretiach & Campanelli, 1992; Palmqvist, 2000; Palmqvist et al., 2002), 
l’assimilazione di CO2 aumenta linearmente con il contenuto di Chl a all’interno dei talli 
(Pgmax=0.008 Chl a+1.636; Pearson’s r=0.73, p<0.01, n=12). Per valutare la possibile 
influenza della disponibilità luminosa e dei nutrienti (azoto in particolare) sulla capacità 
fotosintetica, sono state cercate delle relazioni lineari univariate tra Pgmax e due generici, ma 
affidabili, indicatori di queste variabili ambientali: l’eutrophication index (Nimis and 
Martellos, 2001; 2008) e  l’irradiazione solare potenziale (Tretiach & Monte, 1991; Tretiach 
et al., 1991), entrambi associati ad ognuno dei campioni indagati. Pgmax risulta correlato ad 
entrambe le variabili indagate (Fig. 7.1.3.1), anche se pare che la disponibilità dell’azoto sia 
un fattore più importante della radiazione luminosa nel determinare la massima capacità 
fotosintetica. 
 
Tabella 7.1.3.3. Parametri descrittori le LRC delle specie indagate. L’ordine dei licheni e i simboli sono come in 
Tab. 7.1.2.1. Pgmax e DR sono riportati come media e deviazione standard (n=3).  Le condizioni sperimentali 
sono state: RWC ottimale, 360±10 ppm CO2, e 19±1°C. Unità di misura di Pgmax, DR: µmol CO2 m
-2 s-1; PPFD: 
µmol photons m-2 s-1; α, ΦCO2: : µmol CO2 µmol photons
-1.  Maggiori dettagli nel testo. 
*) valore moderatamente sottostimato, in quanto, alle massime PPFD, l’assimilazione di CO2 non aveva raggiunto una chiara fase stazionaria  
 
L’irradiazione solare potenziale è inoltre correlata con PPFDIk (Talling, 1957), l’intensità 
luminosa frequentemente utilizzata in algologia come parametro descrittore della foto-
acclimatazione di questi organismi (p.es. Henley, 1993). I valori di PPFDsat, PPFDcomp e α 
 
 
Specie 
 
 
 
Pgmax 
 
 
 
DR  
 
 
 
 
 
PPFDcomp  
 
 
PPFDIk  
 
 
 
PPFDsat  
 
 
 
α 
 
 
 
ΦCO2 Ik 
 
  
 
ΦCO2 sat 
 
  
 
A Xanthoparmelia tinctina # 6.29 ± 0.12*) -0.87 ± 0.10 
 
37 261 780 0.0241 0.017 0.008 
B Xanthoria calcicola# 7.31 ± 0.17 -0.77 ± 0.14 
 
26 245 740 0.0298 0.021 0.010 
C Parmelina tiliacea# 5.26 ± 0.15 -1.41 ± 0.03 
 
55 198 680 0.0265 0.019 0.008 
D Xanthoria parietina§ 7.72 ± 0.33 -1.01 ± 0.08 
 
27 208 580 0.0371 0.026 0.013 
E Xanthoria parietina# 4.48 ± 0.12 -0.62 ± 0.07 
 
27 195 650 0.0230 0.016 0.007 
F Flavoparmelia caperata§ 3.13 ± 0.18 -0.59 ± 0.13 
 
22 112 390 0.0278 0.020 0.008 
G Parmelina tiliacea# 4.94 ± 0.08 -1.57 ± 0.02 
 
54 160 560 0.0309 0.022 0.009 
H Xanthoria calcicola# 4.19 ± 0.12 -0.52 ± 0.03 
 
22 177 620 0.0237 0.017 0.007 
I Xanthoria parietina§ 4.53 ± 0.14 -0.91 ± 0.06 
 
27 131 420 0.0347 0.025 0.011 
J Flavoparmelia caperata§ 2.78 ± 0.22 -0.74 ± 0.05 
 
32 116 390 0.0239 0.016 0.007 
K Parmotrema perlatum§ 3.67 ± 0.10 -0.67 ± 0.02 
 
20 108 360 0.0339 0.024 0.010 
L Lobaria pulmonaria§ 4.33 ± 0.07 -0.58 ± 0.02 
 
11 85 260 0.0511 0.037 0.017 
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ottenuti dalla modellizzazione proposta da Lange et al. (1991) sono stati meno informativi 
rispetto ai parametri sopra citati (Tab. 7.1.3.3). Per esempio, le specie sciofile P. perlatum e L. 
pulmonaria hanno mostrato valori più elevati di α e PPFDcomp di altre specie indagate, 
spiccatamente più eliofile (p.es. X. tinctina). I dati riguardanti l’efficienza dell’assimilazione 
della CO2 mostrano come i rapporti tra l’efficienza massima ipotetica (α), l’efficienza 
massima effettiva (ΦCO2 Ik) e l’efficienza a intensità di luce saturante (ΦCO2 sat) si 
mantengano costanti tra i campioni indagati, essendo le ultime due rispettivamente il 71±1% e 
il 31±2% di α. 
 
 
Figura 7.1.3.1. Rateo massimo di fotosintesi lorda (Pgmax; µmol CO2 m
-2 s-1) dei licheni indagati in funzione 
dell’eutrofizzazione (Spearman’s R rank correlation = 0.80; p<0.01) (a) e dell’irradiazione solare stimata (MJ  
m-2 year-1) (y = x + 3.836; Pearson’s r correlation = 0.68; p<0.05) (b). (c): PPFDIk (µmol photons m
-2 s-1) in 
funzione dell’irradiazione solare (y = 0.012 x + 117.0; Pearson’s r correlation = 0.87; p<0.001). 
 
Misure fluorimetriche 
I principali parametri fluorimetrici sono riportati in Tab. 7.1.3.4. Calcolando le emissioni di 
ChlaF al buio su tutti i campioni (n=72), F0 è ca. il 29±3% di Fm. È stata osservata una 
notevole variazione dell’emissione di ChlaF per sé; i valori più bassi di F0 e Fm sono stati 
misurati nella specie più eliofila, X. tinctina, mentre i valori più elevati nella specie sciofila P. 
perlatum (Figg. 7.1.3.2 e 7.1.3.3). L’emissione modulata di ChlaF (Fp) indotta da PPFDIk e 
PPFD4Ik ha raggiunto rispettivamente il 50±9 % e il  78±7% of Fm (n=36); nuovamente, 
l’emissione delle specie più eliofile è stata inferiore a quella delle specie sciafile (Fig. 
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7.1.3.2). In accordo con altre osservazioni effettuate su questi organismi (Green et al., 1998; 
Heber et al., 2000) ΦPSII misurato a PPFD4Ik (intensità luminosa saturante) è stato di due 
ordini di grandezza più grande di ΦCO2 sat (Tabb. 7.1.3.3 e 7.1.3.4). Tendenzialmente, licheni 
di LL hanno mostrato valori di ΦPSII4Ik più elevati dei licheni di HL. I valori di ΦPSIIIk sono 
stati più elevati e costanti (Tab. 7.1.3.4). Il rateo di trasporto relativo degli elettroni (rETR) è 
un parametro spesso utilizzato per valutare la funzionalità del PSII degli organismi 
fotoautotrofi (Green et al., 1998; Ralph & Gademann, 2005). La correlazione di rETR con 
l’irraggiamento solare potenziale è significativa sia per i dati ottenuti a PPFDIk che a PPFDIk 
[Pearson’s r=0.89 a PPFDIk e r=0.90 a PPFD4Ik, p<0.001 per n=12]. 
 
Tabella 7.1.3.4. Media e deviazione standard dei parametri fluorimetrici indagati. L’ordinamento delle specie e i 
simboli sono come in Tab. 7.1.2.1. I valori di F0 e Fm seguiti dalla stessa lettera non differiscono 
significativamente per p=0.05 (Mann-Whitney U test, n=6). 
 
Campioni adattati al buio Campioni adattati alla luce 
 
Specie 
 
F0 
 
Fm 
 
Fv / Fm 
 
ΦPSIIIk 
 
ΦPSII4Ik 
 
NPQIk 
 
NPQ4Ik 
 
RFD 
 
A Xanthoria tinctina# 220 ± 52 a 785 ± 181 a 0.719 ± 0.005 0.554 ± 0.016 0.337 ± 0.038 0.74 ± 0.12 2.62 ± 0.67 4.44 ± 0.73 
B Xanthoria calcicola# 415 ± 57 bc 1422 ± 113 b 0.709 ± 0.027 0.460 ± 0.057 0.178 ± 0.028 1.09 ± 0.21  2.84 ± 0.39 3.68 ± 0.44 
C Parmelina tiliacea# 437 ± 64 bc 1628 ± 221 bc 0.732 ± 0.010 0.546 ± 0.054 0.276 ± 0.060 0.78 ± 0.29 2.35 ± 0.41 3.62 ± 0.36 
D Xanthoria parietina§ 397 ± 31 b 1401 ± 121 b 0.717 ± 0.008 0.423 ± 0.047 0.160 ± 0.020 1.07 ± 0.32 2.30 ± 0.45 2.91 ± 0.48 
E Xanthoria parietina# 413 ± 66 b 1485 ± 221 b 0.722 ± 0.006 0.463 ± 0.043 0.190 ± 0.025 0.94 ± 0.29 2.40 ± 0.25 3.20 ± 0.28 
F Flavoparmelia caperata§ 587 ± 59 d 1790 ± 159 c 0.670 ± 0.041 0.474 ± 0.039 0.220 ± 0.045 0.55 ± 0.24 1.97 ± 0.87 2.46 ± 1.12 
G Parmelina tiliacea# 414 ± 101 bc 1604 ± 357 bc 0.742 ± 0.011 0.499 ± 0.061 0.200 ± 0.042 0.77 ± 0.26 1.77 ± 0.27 2.46 ± 0.28 
H Xanthoria calcicola# 506 ± 73 c 1690 ± 282 bc 0.699 ± 0.019 0.506 ± 0.051 0.194 ± 0.051 1.16 ± 0.35 2.72 ± 1.10 3.61 ± 1.23 
I Xanthoria parietina§  457 ± 50 bc 1527 ± 159 b 0.701 ± 0.011 0.474 ± 0.035 0.193 ± 0.025 0.35 ± 0.13 0.81 ± 0.16 1.24 ± 0.15 
J Flavoparmelia caperata§ 574 ± 61 d 1848 ± 212 c 0.683 ± 0.072 0.500 ± 0.054 0.197 ± 0.081 0.54 ± 0.22 1.72 ± 0.83 2.81 ± 1.13 
K Parmotrema perlatum§ 788 ± 53 e 2999 ± 178 e 0.737 ± 0.005 0.364 ± 0.052 0.130 ± 0.070 0.73 ± 0.15 0.66 ± 0.19 0.93 ± 0.31 
L Lobaria pulmonaria§ 607 ± 61 d 2240 ± 201 d 0.729 ± 0.004 0.559 ± 0.023 0.146 ± 0.024 0.86 ± 0.15 2.82 ± 0.40 3.48 ± 0.44 
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Figura 7.1.3.2. Kautsky curve condotte ad intensità luminosa saturante nei licheni Xanthoparmelia tinctina 
(eliofilo), Flavoparmelia caperata (mesofilo) e Parmotrema perlatum (sciafilo). Ogni curva è la media di sei 
misurazioni, RFD e PPFD4Ik sono  riportati al termine di ogni curva. 
 
Come già analogamente riportato in altri lavori sui licheni (Sundberg et al., 1997; Green et al., 
1998) rETR è significativamente correlato a Pg calcolato a LL, in questo caso a PPFDIk (Fig. 
7.1.3.4), ma non a PPFDsat, quando cioè Pg=Pgmax. Analogamente, sebbene i licheni di HL 
abbiano valori di RFD superiori di quelli di LL, nemmeno RFD è correlato con Pgmax, 
contrariamente a quanto osservato nelle piante vascolari (Lichtenthaler & Babani 2004, 
Lichtenthaler et al., 2005; Lichtenthaler et al., 2007). Contrariamente, NPQ, calcolato sia a 
PPFDIk che a PPFD4Ik, non è correlato significativamente con l’irraggiamento solare 
potenziale (Pearson’s r=0.25, p=0.099, n=12). Questo parametro è incrementato di ca. 
275±50% passando da PPFDIk a PPFD4Ik tranne in P. perlatum dove NPQ ha mostrato una 
lieve, non significante, diminuzione. Da un punto di vista statistico, RFD e NPQ sono correlati 
significativamente, soprattutto ad elevate PPFD (Pearson’s r=0.76, p<0.001 a PPFDIk; r=0.95, 
p<0.001 a PPFD4Ik per n=72), quando Fm’ si approssima a Fs, come già evidenziato da 
Roháček (2002). In ultimo, il valore medio di Fv/Fm è stato di 0.713±0.032 (media su tutti i 
campioni, n=72), con un minimo di 0.670±0.041 (F. caperata S) ed un massimo di 
0.742±0.011 (P. tiliacea NE). Le differenze tra i valori osservati nelle specie indagate sono 
significative (analisi della varianza di Kruskal-Wallis ad una via), ma tale, aspettata, 
variabilità (p. es. Demming-Adams et al. 1990b; Jensen 2002) non sembra essere associata a 
differenze ecologiche e quindi non è di interesse per questo studio.  
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Figura 7.1.3.3. Media e deviazione standard di F0, FpIk, Fp4Ik (unità relative) in funzione di PPFD (µmol photons 
m-2 s-1) di Xanthoparmelia tinctina (eliofila, a), Flavoparmelia caperata (mesofila, b), and Parmotrema perlatum 
(sciafila, c) (n=6). La linea tratteggiata rappresenta l’emissione massima di fluorescenza (Fm) misurata per ogni 
specie. 
 
 
Figura 7.1.3.4 Rateo di trasporto relative degli elettroni  (rETR) in funzione dei ratei di fotosintesi lorda (Pg) dei 
licheni riportati nella Tab. 7.1.2.1 illuminati alle rispettive PPFDIk (Pearson’s r correlation; p<0.05). Le barre di 
errore indicano la deviazione standard delle misure fluorimetriche, mentre quelle delle misure di scambi gassosi 
non sono disponibili in quanto i ratei sono stati dedotti dalle curve di Smith. 
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7.1.4 Discussione 
L’obiettivo principale di questo lavoro è stato comprendere se le performance fotosintetiche 
di licheni cresciuti in ambienti luminosi o ombreggiati sono ben caratterizzate analogamente 
alle foglie “di luce” e “di ombra”, in quanto precedenti pubblicazioni hanno riportato risultati 
contrastanti (Hill & Woolhouse, 1966; Kershaw, 1985; Tretiach & Brown, 1995; Green et al., 
1997; Palmqvist, 2000; Pintado et al., 1997). Contrariamente a quanto ben noto sulle piante 
vascolari, dove la luce è il fattore predominante nel modulare il funzionamento della 
fotosintesi, i risultati ottenuti indicano che il rendimento fotosintetico di questi organismi 
dipenda dalla presenza e dalla capacità di sfruttamento di più fattori ambientali. Uno dei 
possibili motivi alla base delle differenze osservate tra foglie e licheni è la constatazione che 
le ricerche effettuate sulle piante superiori sono tipicamente condotte direttamente su foglie 
della stessa pianta (p. es. un albero) o su strati differenti di uno stesso sito (alberi dominanti, 
arbusti, piante erbacee), mentre questo lavoro è stato condotto analizzando talli provenienti da 
habitat differenti, selezionati sulla base del regime luminoso e sulla differente qualità della 
luce (i talli epilitici sono esposti essenzialmente a luce diretta, mentre quelli epifiti a luce 
diffusa). Tale strategia di campionamento ha introdotto, inevitabilmente, un secondo fattore, 
ovvero la disponibilità di azoto. In questo lavoro, gli habitat di HL sono principalmente 
localizzati su rocce isolate (p. es. presso prati per il pascolo), dove generalmente c’è una 
maggiore disponibilità di nutrienti rispetto gli habitat di LL, rappresentati da foreste chiuse e 
relativamente non disturbate. Sulla base di queste osservazioni, è chiaro quindi come Pgmax 
non sia significativamente correlato solo al regime luminoso di crescita (Fig. 7.1.3.1b), ma 
anche con la disponibilità di azoto (Fig. 7.1.3.1a). I risultati supportano le osservazioni di 
Palmqvist (2000) che affermò che nei licheni l’assimilazione di carbonio e azoto sono 
intimamente connesse: in questi organismi, la disponibilità luminosa induce un maggiore 
investimento nell’utilizzo dell’azoto, se disponibile, che si realizza in una maggiore 
produzione di componenti connessi necessari all’apparato fotosintetico, in primo luogo 
clorofille e proteine necessarie al ciclo di Calvin–Benson (p. es. rubisco). La produzione 
regolata di questi complessi molecolari incrementa quindi lo sfruttamento della maggiore 
energia luminosa disponibile. In Tab. 7.1.3.3, le due specie licheniche sulle quali sono stati 
osservati i valori più elevati di Pgmax (Xanthoria parietina S e X. calcicola S) sono le stesse 
che hanno beneficiato, nel loro ambiente di raccolta, della più alta disponibilità di luce e azoto 
(Tab. 7.1.3.1). I ratei misurati (rispettivamente 7.7 e 7.3 µmol CO2 m
-2 s-1) sono inoltre in 
assoluto i valori più elevati riportati per questi organismi, come riassunto da Palmqvist et al. 
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(1998, 2002). L’importanza dello sfruttamento dell’azoto nel modulare la struttura 
dell’apparato fotosintetico dei licheni è ulteriormente confermata dai dati acquisiti sulla specie 
Lobaria pulmonaria. Questo lichene, raccolto in un habitat a bassa eutrofizzazione (Tab. 
7.1.3.1), ha tuttavia mostrato (i) un insolito, elevato, Pgmax se comparato con altre specie di 
LL e (ii) una notevole efficienza dell’utilizzo della luce assorbita, come rivelato dal più 
elevato valore di α tra tutte le specie indagate (Tab. 7.1.3.3). Tra i licheni indagati, L. 
pulmonaria è l’unico in cui nel tallo sono presenti colonie di cianobatteri del genere Nostoc 
(Myllys et al., 2007), che formano piccole strutture verrucose chiamate cefalodi (Jordan, 
1970). I cianobionti rilasciano l’azoto prodotto dall’attività nitrogenasica agli altri due 
simbionti (l’alga verde e il fungo), che possono quindi sfruttarlo per i loro processi metabolici 
(Palmqvist et al., 1998). I cianobatteri, inoltre, producono una notevole quantità di ficobiline 
(note alla Tab. 7.1.3.1), aumentando quindi l’efficienza fotosintetica dell’organismo 
assorbendo la radiazione verde, che predomina all’interno degli habitat boschivi dove si 
incontra frequentemente questa specie lichenica (Rikkinen, 1995). L’influenza del regime 
luminoso sul contenuto di pigmenti fotosintetici pare essere invece più evidente se si 
confrontano i dati ottenuti dalla stessa specie ma ad esposizioni opposte. I talli esposti a Sud 
infatti, esposti ad un maggiore irraggiamento dei talli esposti a Nord, sono caratterizzati anche 
da un maggior contenuto di pigmenti (Tab. 7.1.3.1), in accordo con i risultati ottenuti da altri 
autori (Pintado et al., 1997). Alcuni esperimenti condotti precedentemente presso il nostro 
laboratorio indicano che la modulazione del contenuto di pigmenti indotta dal foto-
adattamento potrebbe essere dovuta a una differente densità (cellule/superficie) del contenuto 
algale (Virgilio et al., 2001). Ad oggi, non ci sono dati sufficienti per spiegare i meccanismi di 
regolazione tra foto- e mico- bionte, ma esperimenti di trapianto a lungo termine basati su 
dosaggi variabili di luce/azoto potrebbero fornire importanti informazioni a riguardo, come 
suggerito da diversi autori (Dahlman & Palmqvist, 2003; Gauslaa et al., 2006). I licheni di LL 
emettono più ChlaF dei licheni di HL (Fig. 7.1.3.2 e 7.1.3.3). In particolare, alcuni parametri 
fluorimetrici (F0, Fm, rETR) mostrano non solo chiare differenze indotte degli habitat di 
raccolta, ma anche come la capacità di conversione quantica aumenti proporzionalmente 
all’incrementare della radiazione solare disponibile (Fig. 7.1.3.3). I dati raccolti evidenziano 
come la ChlaF rifletta il foto-adattamento ancor meglio degli scambi gassosi. La ChlaF infatti 
è connessa soprattutto all’attività del PSII, un complesso molecolare che si conforma 
velocemente a modificazioni quanti- e quali-tative del regime luminoso (Green & Parson, 
2003), mentre gli scambi gassosi sono il prodotto di un complesso susseguirsi di reazioni 
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biofisiche e biochimiche. Perché i licheni di HL emettono meno Chl,F dei licheni di LL? Tale 
fenomeno potrebbe essere legato all’elevato contenuto di pigmenti dei licheni di HL, che ri-
assorbirebbero parte della fluorescenza che loro stessi emettono, ma anche alle piccole 
dimensioni dei complessi antenna che caratterizzano i PSII degli organismi autotrofi di HL. 
Una ulteriore spiegazione potrebbe essere legata alla differente capacità dei PSII di 
trasformare l’energia assorbita in energia fotochimica. La conversione in energia fotochimica 
e il trasporto degli elettroni nei fotobionti di HL è verosimilmente più veloce degli stessi 
processi presenti nei fotobionti di LL e, conseguentemente, l’energia dissipata sotto forma di 
ChlaF è minore nei PSII più efficienti. L’emissione di ChlaF è un processo biofisico più lento 
di ca. tre ordini di grandezza rispetto alla conversione fotochimica e tali meccanismi sono stati 
ben descritti nei cloroplasti “di sole” e “di ombra” delle piante vascolari (Par. 4.2; Govindjee, 
2004; Lichtenthaler & Babani, 2004). Parte delle differenze in F0 e Fm potrebbero avere 
inoltre un’origine differente. In un lavoro svolto precedentemente nel nostro laboratorio 
(Baruffo et al., 2008) abbiamo osservato notevoli variazioni ci ChlaF intratalline, dovute alla 
differente età – e quindi anche differente contenuto di pigmenti – dei fotobionti algali. Come 
sopra citato, in questo lavoro non abbiamo osservato una variazione nel contenuto di pigmenti 
proporzionale alla disponibilità luminosa dell’habitat di crescita, ma la variabilità osservata è 
così ampia (Tab. 7.1.3.2) che l’emissione di ChlaF potrebbe essere influenzata anche dal 
diverso contenuto di clorofille. Un ulteriore fattore che potrebbe indurre variazioni dei 
parametri di ChlaF è la presenza di fenomeni legati alla clororespirazione. Ad oggi, solamente 
un numero limitato di studi lichenologici hanno considerato la possibile persisteza del chinone 
QA in stato ridotto causato da fenomeni di respirazione (Ilík et al., 2006), e, d’altra parte, 
questi meccanismi devono essere considerati solamente se si notano bassi, anomali, valori di 
Fv/Fm (Dijkman & Kroon, 2002). La dissipazione non-fotochimica (NPQ) è intrinsecamente 
connessa con i meccanismi foto-protettivi del PSII, nelle piante vascolari come nei licheni 
(Par. 4.2). NPQ è essenzialmente indotto dalla formazione di un gradiente di pH 
transtilacoidale, nel quale è coinvolto sia il trasporto non-ciclico che il trasporto ciclico degli 
elettroni (Heber et al., 2000; Kramer et al., 2004b). Questo parametro – nonostante si possa 
immaginare una connessione con la luminosità dell’habitat di crescita, in quanto in ambienti a 
forte irraggiamento è necessario dissipare molta energia attraverso questa via –  non è 
significativamente correlato linearmente con i dati di irradianza solare potenziale (Pearson’s 
r≤0.25, p≥0.099), anche se, come esposto nel Par. 4.2, è importante porre molta attenzione nel 
comparare i valori di NPQ di campioni che differiscono in Fv/Fm (Baruffo et al., 2008). NPQ, 
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comunque, è generalmente aumentato passando da l’illuminazione da PPFDIk a PPFD4Ik ed i 
valori più elevati sono stati osservati proprio sulle specie di HL (X. calcicola, Xanthoparmelia 
tinctina). P. perlatum – la più sciafila tra le specie indagate – è una notevole eccezione al 
trend osservato per NPQ. In questa specie, il valore di questo parametro non è aumentato 
passando da PPFDIk a PPFD4Ik (Tab. 7.1.3.4), mentre ΦPSII è comunque diminuito. Sulla 
base di queste osservazioni, si può ipotizzare che l’illuminazione di P. perlatum a PPFD4Ik 
abbia indotto solamente un maggior rateo di trasporto degli elettroni, con un conseguente 
aumento di Pg (+28%, Tabella 4), ma non l’attivazione di meccanismi protettivi coinvolti con 
NPQ. Questa ipotesi trova una ulteriore conferma dai dati relativi alla concentrazione dei 
pigmenti, in quanto questa specie ha mostrato un netto investimento nella sintesi di clorofille 
piuttosto che di carotenoidi (Tab. 7.1.3.2), quest’ultimi notoriamente coinvolti nella 
dissipazione dell’energia sottoforma di calore (Demming et al., 1987; Horton et al., 1996). 
Come già discusso da Baker & Oxborough (2004) per le piante vascolari, variazioni nella 
dissipazione dell’energia per via non-fotochimica possono essere la causa dell’assenza di 
correlazione linerare tra rETR (o RFD) e Pg, soprattutto a HL. In questo lavoro, una 
correlazione significativa è stata osservata tra rETR e Pg calcolati a PPFDIk [Fig. 7.1.3.4; RFD 
può essere misurato solo ad intensità luminose saturanti, come chiarito da Lichtenthaler et al. 
(2005)]. Questa specifica intensità luminosa (vedi Par. 4.1) delimita, in una LRC, la zona di 
transizione tra le fasi limitate dalla luce (<PPFDIk) e dalla CO2 (>PPFDIk, dove la dissipazione 
dell’energia per via non-fotochimica è maggiore). A PPFD<PPFDIk, infatti, la dissipazione di 
ChlaF è principalmente dovuta al trasporto non-ciclico degli elettroni, mentre ad HL 
aumentano notevolmente le dissipazioni indotte da calore, spillover dell’eccitazione, 
formazione del gradiente transtilacoidale, ecc. (Henley, 1993). La presenza di rapidi 
meccanismi dissipativi a livello del complesso antenna potrebbero essere la causa dei bassi 
valori di Fp4Ik osservati (ca. il 78% di Fm, Fig. 7.1.3.3), in particolar modo nelle specie di HL. 
Questi meccanismi potrebbero essere dovuti alla presenza di un complesso molecolare 
all’interno del PSII capace di disperdere efficacemente l’energia catturata sotto forma di 
calore già in brevissimi istanti (Par. 4.2; Komura et al., 2008). Questo complesso proteico 
sembra essere il principale responsabile della dissipazione di fluorescenza che si osserva nei 
licheni in stato de-idratato, ma agisce anche, in maniera minore, quando i talli sono idratati 
(Veerman et al. 2007). L’efficienza del PSII (ΦPSII)  misurata a LL (PPFDIk) è più bassa di 
quella misurata a HL: la diminuzione di accettori primari del PSII in stato ridotto (<ΦPSII) 
indica un aumento nel trasporto non-ciclico degli elettroni (Baker & Oxborough, 2004), con 
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un conseguente aumento in Pg. Nonostante i campioni fossero esposti a PPFD4Ik, un’intensità 
più che sufficiente a raggiungere Pgmax, sono stati osservati valori piuttosto elevati di ΦPSII, 
con un massimo di 0.337 in X. tinctina. Sulla base di questa considerazione, si deduce che i 
PSII della maggior parte delle specie hanno raggiunto solo un moderato stato di riduzione, 
mentre, nelle piante vascolari, ad HL, ΦPSII è prossimo a zero (Lichtenthaler et al., 2007). 
Questo fenomeno potrebbe essere un’ulteriore peculiarità di questi organismi che, a differenza 
delle piante superiori, potrebbero convogliare maggiormente l’energia fotochimica verso vie 
differenti dal ciclo di Calvin-Benson, come il trasporto ciclico del PSI, la reazioni di Mehler o 
lo stesso complesso dissipatore sopracitato (Heber et al., 2000; Veerman et al., 2007). 
Un’ultima osservazione riguarda il parametro Fv/Fm, l’efficienza quantica massima del PSII 
(Butler, 1978). Nei licheni – anche in assenza di agenti stressogeni – questo parametro assume 
valori generalmente in un range di 0.670÷0.742, ben inferiore a quanto osservabile nelle 
piante vascolari, nelle quali i valori sono prossimi a 0.830 (p. es. Demming-Adams et al., 
1990b; Maxwell & Johnson, 2000; Jensen, 2002). Nei licheni, Fv/Fm mostra una variabilità 
notevole, ma valori superiori a 0.800 sono inusuali e sono stati riportati raramente ed in 
condizioni ambientali particolarmente favorevoli (Kalapos & Mázsa, 2001; Baruffo & 
Tretiach, 2007). Non si può escludere che i valori osservati in questi organismi, simili a quelli 
riportati per le alghe, siano connessi alla presenza di qualche componente filogenetica, in 
quanto il cloroplasto delle alghe verdi differisce, sia nell’ultrastruttura sia nella fisiologia, dal 
cloroplasto delle piante vascolari (Sarafis, 1998). 
Concludendo, i dati presentati mostrano che l’attività del fotobionte lichenico è 
significativamente modulata dal regime di crescita del tallo ospitante. Sono state confermate 
alcune particolari caratteristiche già descritte per le foglie “di sole” e “di ombra”, come il 
maggior contenuto di pigmenti dei talli esposti a Sud rispetto a quelli esposti a Nord e la 
minor emissione di ChlaF delle specie cresciute in HL. Nei licheni, le misure fluorimetriche 
hanno evidenziato più degli scambi gassosi il foto-adattamento di questi organismi, essendo i 
ratei di assimilazione di CO2 influenzati non solo dalla disponibilità luminosa, ma anche dalla 
disponibilità di nutrienti. In conclusione, la stima dei ratei di assimilazione di CO2 sembra 
essere possibile solamente a basse intensità luminose, e in genere quando il processo 
fotosintetico si trova nella fase limitata dalla luce. 
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7.2 Effetti della tipologia di esposizione sui trapianti lichenici 
 
Obiettivo: Valutare, attraverso misure fluorimetriche, se la modalità di esposizione dei 
trapianti lichenici induce variazioni fisiologiche a carico del fotobionte 
 
Riassunto 
L’obiettivo di questo lavoro è stato indagare, su licheni trapiantati, le possibili variazioni 
fisiologiche indotte dalla metodologia di esposizione e dalla stagionalità. La metodologia dei 
trapianti lichenici è molto diffusa negli studi ecofisiologici, in quanto permette di evidenziare, 
in condizioni controllate, l’effetto di una specifica variabile ambientale sulla fisiologia di 
questi organismi. In questo lavoro, di carattere metodologico, alcune porzioni di 
Flavoparmelia caperata (L.) Hale sono state trapiantate nella stessa area di raccolta (nel 
Carso triestino) utilizzando alcune tecniche utilizzate in precedenti ricerche (bag, reticoli). Le 
misure fluorimetriche, condotte sia su talli trapiantati sia su talli rimasti adesi al substrato, 
hanno rivelato come, nell’arco di 3 mesi (aprile-giugno 2007), la tipologia di esposizione non 
influenzi l’attività del PSII del fotobionte lichenico. Sulla base dei dati climatici raccolti, sono 
quindi discusse le variazioni stagionali osservate. 
 
Parole-chiave: trapianti lichenici, variazioni stagionali, fluorescenza della clorofilla a, foto-
acclimatazione 
 
7.2.1 Introduzione 
Molti studi sulla fisiologia dei licheni utilizzano la metodologia dei trapianti per valutare, in 
condizioni controllate, gli effetti di una particolare variabile ambientale (p. es. un parametro 
climatico, un inquinante) su questi organismi (p. es. Renhorn et al., 1997; Fernández-Salegui 
et al., 2006). Questa tecnica prevede la raccolta dei campioni – generalmente in un sito in cui 
le specie indagate sono abbondanti e frequenti – e la loro ri-esposizione nelle aree di indagine. 
Se le specie, come in questo lavoro,  sono epifite, solitamente l’esposizione viene effettuata su 
tronchi d’albero, per mezzo di un reticolo appositamente realizzato. Negli ultimi anni, la 
valutazione dei possibili effetti indotti dal trapianto dei licheni in aree antropizzate è sempre 
più frequentemente effettuata anche attraverso metodi fluorimetrici (p. es. Garty et al., 2000; 
Tretiach et al., 2007a) e, anche in questo esperimento, è stata adottata questa metodologia. 
Attualmente, per la tecnica dei trapianti, non esiste un protocollo condiviso e, 
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conseguentemente, i dati ottenuti da diversi lavori spesso non sono comparabili. Non è chiaro 
inoltre se, quanto ed in quale modo il metodo di esposizione influenzi il metabolismo del 
lichene e la sua attività fotosintetica. Da quando dedotto da alcuni lavori (p. es. Rehnorn et al., 
1997; Ott & Jahns, 2002), pare che la buona riuscita di un esperimento di trapianto sia 
determinata soprattutto dalla capacità della metodologia di garantire un adeguato apporto 
idrico al materiale lichenico esposto. 
 
7.2.2 Materiali e Metodi 
Il campionamento e le esposizioni sono state eseguite nei pressi di Borgo Grotta Gigante (loc. 
“Le Girandole”, nei pressi di Devincina, Par. 3), una frazione del comune di Sgonico, TS 
(45°42’26’’ latitudine N, 13°45’57’’ longitudine E), ad un’altitudine di 278 m s.l.m. Il sito di 
Borgo Grotta Gigante è stato selezionato in quanto la potenziale area espositiva, all’interno 
della quale si trovavano alberi di frassino (Fraxinus ornus L. subsp. ornus.) lungo la fascia 
esterna di una dolina, soddisfavano le condizioni descritte nel Par 3. Sedici talli di 
Flavoparmelia caperata (L.) Hale, di almeno 10 cm di diametro ad una altezza superiore ad 
un metro da terra, sono stati identificati per mezzo di una lettera e fotografati. Il 19 marzo 
2007, durante una giornata di pioggia, ogni tallo selezionato è stato bagnato con uno spruzzo 
nebulizzato di acqua distillata e successivamente coperto con un telo di stoffa nero e umido 
(ca. 20 x 20 cm), fissato alla corteccia attraverso alcune puntine, per indurre l’adattamento al 
buio. Trascorsi 30 minuti, sulle porzioni marginali di ogni tallo sono state effettuate 8÷13 
misure fluorimetriche puntiformi con il mini-PAM (Par. 4.2) registrando i valori di F0 e Fm. 
Terminata la giornata di misure, in laboratorio sono stati analizzati i dati raccolti e, sulla base 
dei valori più simili di F0, Fm e Fv/Fm, sono stati scelti cinque talli (A-E) da utilizzare 
nell’esperimento. I dati sono stati analizzati applicando sia l’algoritmo k-means sia il test U di 
Mann-Whitney. Il 10 aprile 2007 sono stati prelevati i 3/5 di ciascuno dei cinque talli A-E, 
staccandoli accuratamente dal substrato utilizzando un taglierino, e portati in laboratorio. I 
restanti 2/5 del tallo sono stati lasciati sul tronco e hanno costituito il gruppo di controllo; una 
delle due porzioni è stata infatti prelevata dopo 6 settimane e le rimanente dopo 12. In 
laboratorio, ogni prelievo è stato quindi diviso in tre parti (3 x 1/5 del tallo originario) che 
sono state fotografate per una successiva identificazione. Seguendo il protocollo misurazione 
descritto in Par 4.2, sono state indotte delle curve di induzione di ChlaF a intensità luminosa 
saturante (450 µmol photons m-2 s-1, come da Par. 7.1.3), al termine delle quali i campioni 
sono stati lasciati asciugare all’aria in laboratorio a PPFD di circa 1 µmol photons m-2 s-1 per 
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un giorno. Ad ogni sessione di misure, l’induzione di ChlaF è stata effettuata sugli stessi lobi, 
riconoscibili grazie alle fotografie scattate precedentemente. Il giorno seguente, ognuna delle 
tre delle porzioni ricavate da un singolo tallo sono state esposte utilizzando uno dei tre tipi di 
reticolo descritti in seguito. Queste procedure hanno permesso di impiegare campioni 
omogenei per ciascuno dei tre tipi di reticolo di esposizione, mentre sul tronco rimanevano 
due ulteriori porzioni di ciascun tallo per i prelievi di controllo da effettuarsi dopo 6 e 12 
settimane (Fig. 7.2.2.1a). I licheni sono stati esposti a circa due metri dal suolo sul lato nord 
del tronco di 15 frassini selezionati (secondo le modalità descritte nel Par. 3), impiegando tre 
differenti metodi.  
Il primo metodo ha previsto l’esposizione dei campioni all’interno di un reticolo (reticolo B) 
composto da una maglia di rete di filo di ferro plasticato (17x12 cm) tagliata a “U”, fissata al 
tronco. La maglia era dotata al centro di fili di nylon paralleli legati da un lato alla maglia 
stessa e dall’altro ad un sottile rettangolo mobile (dello stesso materiale). Il campione è stato 
posto in mezzo alla maglia, a diretto contatto con il tronco, ponendo i fili di nylon a stretto 
contatto con il tallo e fissati alla maglia grazie il rettangolo mobile. Questo tipo di reticolo è 
stato ideato per assicurare al lichene una buona adesione al substrato (Fig. 7.2.2.1b). 
Il secondo gruppo di campioni è stato esposto all’interno di alcuni bag (reticolo C), cioè un 
sacchetto di nylon a maglia regolare fissato al tronco. Tale metodologia è stata impiegata 
frequentemente in studi di biomonitoraggio con i licheni (p.es. Cañas et al., 1997; Gonzáles & 
Pignata, 1997). I bag conferiscono sostegno e interferiscono minimamente nei processi 
fisiologici dei licheni (Gonzáles & Pignata, 1997). La trama della maglia dovrebbe 
permetterebbe un rilascio graduale dell’acqua, ma il passaggio della luce sembra essere 
ostacolato. L’adesione al substrato non è completa (Fig. . 7.2.2.1c). 
Con il terzo, ed ultimo, metodo, i licheni sono stati esposti all’interno di un reticolo (reticolo 
D) composto da due maglie (17x12 cm) dello stesso materiale del reticolo B. Il materiale è 
stato saldamente assicurato all’interno di esse, che sono state chiuse l’una all’altra. Il reticolo 
D è stato impiegato da Fernández-Salegui et al. (2006), anche se tale metodo è descritto più 
adeguatamente in un’altra pubblicazione (Fernández-Salegui, 2004) Differentemente da B, 
questa tipologia di esposizione non consente il diretto contatto del lichene con il tronco; la 
stessa maglia, essendo più spessa del filo di nylon, oscurerebbe inoltre maggiormente il 
lichene. Con la lettera A è stato contrassegnato il controllo, costituito da porzioni del lichene 
lasciate sul tronco e prelevate dopo sei e dodici settimane. 
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Figura 7.2.2.1. (a) alcune delle porzioni di tallo non asportate dal substrato, utilizzate come controllo. 
Nell’immagine sono ben evidenti le porzioni di corteccia dove sono stati prelevati i talli trapiantati o utilizzati 
nella precedente sessione di misure; (b), (c), (d), metodi di esposizione dei talli trapiantati. Maggiori dettagli nel 
testo. 
 
Nelle giornate di raccolta dei campioni sono state scattate fotografie al sito per valutare 
differenze di copertura della vegetazione arborea dovute alla stagionalità. 
Durante il periodo di esposizione, i principali dati climatici relativi all’area di studio sono stati 
registrati dalla centralina OSMER di Sgonico, TS, distante ca. 2 km. 
Le misure fluorimetriche sono state ripetute a 6 e 12 settimane dall’esposizione.  
 
7.2.3 Risultati 
Misure fluorimetriche in campo – scelta dei talli 
I talli utilizzati in questo studio sono stati selezionati tra 16 campioni esposti a Nord di 
Flavoparmelia caperata. Le misure puntiformi di fluorescenza effettuate in campo hanno 
permesso di evidenziare i 5 talli con i parametri indagati (F0, Fm, Fv/Fm) più simili e, 
conseguentemente, una paragonabile attività del PSII (Fig. 7.2.3.1). 
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Figura 7.2.3.1. Mediana, 25° e 75° percentile (n=12) di F0, Fm e Fv/Fm di 16 talli (A-P) di F. caperata esposti sul 
lato Nord di tronchi verticali di frassino all’interno di una boscaglia carsica relativamente aperta (Borgo Grotta 
Gigante, TS). Le misure sono state effettuate  solo su parti marginali dei talli, come suggerito da Baruffo et al. 
(2008), durante una giornata piovosa. Sulla base dell’analisi statistica effettuata sui dati raccolti, sono stati 
selezionati i talli D, E, J,N,O, successivamente rinominati A-E 
 
Il clima  
I valori di velocità del vento, precipitazioni e temperatura, irradianza, umidità relativa e 
direzione dei venti rilevati dalla centralina di Sgonico, la più vicina al sito espositivo di Borgo 
Grotta Gigante, durante il periodo di esposizione (10 aprile-2 luglio 2007) sono riportati nei 
grafici di Fig. 7.2.3.2 (fonte dei dati: OSMER-ARPA FVG). Durante l’esperimento, la zona è 
risultata essere soggetta a venti di intensità medio-bassa (tra 2 e 4 m/s), prevalentemente 
spiranti da NE (ca. 57%) e in parte anche da SW (ca. 8.5%). (Figg. 7.2.3.2a,e), con frequenti 
picchi tra gli 8 ed i 9 m/s. Le temperature medie giornaliere sono aumentate gradualmente 
lungo il periodo. Gli eventi piovosi sono stati circa una decina durante il periodo di 
esposizione, per un totale di 206.6 mm di pioggia. L’umidità media giornaliera si è attestata 
attorno al 60-70%, fatta eccezione per alcuni picchi osservati in alcune giornate tra fine 
maggio e metà giugno prevalentemente in corrispondenza delle giornate piovose. I valori di 
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umidità massima giornaliera ricalcano l’andamento delle medie giornaliere. I valori di 
irradianza cumulativa e massima evidenziano comportamento simile tra loro: stabilità nel 
mese di aprile, un incremento a partire da metà maggio, una flessione a inizio giugno, e un 
ritorno a valori massimi alla fine dello stesso mese. I valori di irradianza cumulativa 
giornaliera sono spesso superiori ai 10000 KJ m-2, la massima oraria giornaliera 
frequentemente più alta dei 2000 KJ m-2. 
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Figura 7.2.3.2: parametri climatici rilevati nella stazione OSMER di Sgonico durante il periodo di esposizione 
dei campioni a) velocità del vento, medie (linea continua) e massime (linea tratteggiata) giornaliere; b) 
temperatura dell’aria (linea tratteggiata) e precipitazioni (linea continua) giornaliere; c) irradianza massima 
(linea continua) e cumulativa (linea tratteggiata) giornaliere; d) umidità media (linea continua) e massima (linea 
tratteggiata) giornaliera; e) direzione dei venti (le lettere indicano le coordinate geografiche, i numeri la 
frequenza percentuale del vento). 
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Variazioni fluorimetriche indotte dalla tipologia di esposizione 
I risultati ottenuti dalle misure fluorimetriche con campioni adattati al buio sono riportati nelle 
Tabb. 7.2.3.1, 7.2.3.2, 7.2.3.3. 
 
Tabella 7.2.3.1. Valori di F0 (unità relative) pre-esposizione (T0, n=15), a sei (T1, n=5) e dodici (T2, n=5) 
settimane dal trapianto dei campioni di Flavoparmelia caperata. A= controllo; B-D= diverse tipologie di reticoli, 
per la cui descrizione si rimanda al testo. 
F0 A B C D 
T0 588±29 588±29 588±29 588±29 
T1 624±29 587±43 582±49 640±51 
T2 600±58 592±37 555±27 609±58 
 
 
Tabella 7.2.3.2. Valori di Fm (unità relative) pre-esposizione (T0, n=15), a sei (T1, n=5) e dodici (T2, n=5) 
settimane dal trapianto dei campioni di F. caperata. A= controllo; B-D= diverse tipologie di reticoli, per la cui 
descrizione si rimanda al testo. 
Fm A B C D 
T0 2479±135 2479±135 2479±135 2479±135 
T1 2573±117 2486±200 2426±152 2636±300 
T2 2464±254 2497±164 2297±112 2450±283 
 
 
Tabella 7.2.3.3. Valori di Fv/Fm pre-esposizione (T0, n=15), a sei (T1, n=5) e dodici (T2, n=5) settimane dal 
trapianto dei campioni di F. caperata. A= controllo; B-D= diverse tipologie di reticoli, per la cui descrizione si 
rimanda al testo. 
Fv/Fm A B C D 
T0 0.763±0.002 0.763±0.002 0.763±0.002 0.763±0.002 
T1 0.758±0.004 0.760±0.005 0.760±0.008 0.756±0.016 
T2 0.756±0.007 0.763±0.006 0.758±0.003 0.751±0.013 
 
 
I valori osservati sono pressoché uguali e, conseguentemente, non sono state osservate 
variazioni significative a carico di F0 ed Fm e Fv/Fm. I diversi metodi di esposizione e il 
periodo di esposizione non sembrano quindi aver influito su questi indici. Il rapporto Fv/Fm 
(Tab. 7.2.3.3), calcolato su tutte le osservazioni, è di 0.760±0.003. I valori ottenuti possono 
essere considerati piuttosto elevati se confrontati con i le misure effettuate su questi organismi 
riportati in altri lavori (p.es. Demming-Adams et al., 1990a; Jensen, 2002). 
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Fig. 7.2.3.3: Media e deviazione standard di rETR (a-d) e NPQ (e-h) indotti dall’illuminazione a luce saturante 
(450 µmol photons m-2 s-1) in campioni di Flavoparmelia caperata esposti nel sito naturale di Borgo Grotta 
Gigante (TS) secondo diverse modalità. In ascissa è riportato il tempo (s) dall’inizio della misurazione. Valori 
prima dell’inizio del trapianto (●) e dopo sei (○) e dodici (▼) settimane, relativi a controllo (a, e), reticoli B (b, 
f), C (c, g) e D (d, h). 
* = variazioni significative, con p < 0.05 (test U di Mann-Whitney) 
 
La Fig. 7.2.3.3 riporta gli andamenti di rETR e NPQ durante illuminazione ad intensità 
luminosa saturante (450 µmol photons m-2 s-1).  I dati pre-esposizione sono calcolati come 
media delle misurazioni su tutti i campioni (n=15), dopo aver verificato che i valori osservati 
sono riconducibili a campioni appartenenti alla stessa popolazione (ANOVA per ranghi di 
Friedman, p>0.05). Nessuna tipologia di esposizione ha indotto variazioni significative dei 
parametri analizzati nel confronto con il controllo, costituito da porzioni degli stessi talli usati 
nei trapianti ma non rimosse dal substrato. Alla dodicesima settimana, è osservabile un 
generale aumento di rETR indipendentemente dalla tipologia espositiva, mentre NPQ è 
diminuito. Un’unica, interessante, variazione è stata osservata sulle misure effettuate dopo sei 
settimane, quando i valori di NPQ del controllo sono risultati più elevati del 13% rispetto ai 
valori osservati sui talli esposti all’interno dei reticoli. Nel complesso, i diversi metodi di 
esposizione non hanno indotto variazioni significative a carico dei parametri fluorimetrici 
analizzati nel periodo indagato. 
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Variazioni fluorimetriche dovute alla stagionalità 
Gli effetti della stagionalità sono stati valutati solamente sulle porzioni di tallo che, durante il 
periodo di indagine, non sono state rimosse dal substrato (Fig. 7.2.2.1a). Sono stati effettuati 
confronti tra i valori pre-esposizione e i valori a sei e a dodici settimane. Analogamente a 
quanto riportato nel paragrafo precedente, la stagionalità non ha indotto variazioni 
significative su F0, Fm e Fv/Fm, parametri che invece altri autori hanno dimostrato variare 
significativamente al mutare stagionale delle condizioni climatiche (Baruffo & Tretiach, 
2007). I restanti parametri (rETR, NPQ) sono stati confrontati considerando solamente le 
misure ottenute allo steady state, quando cioè il processo fotosintetico è completamente 
attivato (Baker & Rosenqvist, 2004). Le curve di rETR descrivono l’andamento del rateo di 
trasporto degli elettroni (Par. 4.2). Esse partono da zero (assenza di luce), raggiungono già 
dopo 2 minuti valori elevati e si stabilizzano attorno al valore massimo dopo ca. 5 min. Sui 
campioni prelevati a sei settimane, i valori sono rimasti pressoché costanti, mentre le misure a 
12 settimane hanno evidenziato un aumento del 35% (Fig. 7.2.3.3a). Anche le curve di NPQ 
partono da zero; prima dell’accensione della luce attinica infatti, il PSII non assorbe energia e, 
conseguentemente, non c’è estinzione sotto forma di calore indotta dai processi attivati alla 
luce (Par. 4.2). Differentemente dalle curve di rETR, le curve di NPQ hanno una minore 
pendenza e raggiungono i valori massimi solamente allo steady state, dopo 7-10 minuti (Fig. 
7.2.3.3e). Nei campioni analizzati all’inizio del periodo indagato, il valore di NPQ allo steady 
state è stato di 3.23±0.16, con un calo dell’8,7% dopo 6 settimane e un drastico calo del 41% 
a 12 settimane. Variazioni attribuibili al cambiamento delle condizioni climatiche sono 
rilevabili nelle variazioni dei parametri rETR e NPQ. Particolarmente rilevanti sono i risultati 
ottenuti dal confronto dei dati raccolti prima dell’esposizione e dopo dodici settimane. Su 
questo arco di tempo, le differenti tipologie di esposizione utilizzate non hanno indotto 
variazioni significative a carico dei parametri fluorimetrici indagati. 
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7.2.4 Discussione 
L’utilizzo di “trapianti” lichenici è una metodologia molto diffusa; essa ha lo scopo di 
valutare, in condizioni controllate, gli effetti indotti dall’esposizione ad una particolare 
variabile ambientale (naturale o antropogenica) sulla fisiologia di questi organismi.  
Non esistendo un unico metodo standardizzato, in questo tipo di studi è importante 
comprendere quali siano gli effetti indotti dalla tipologia di esposizione – auspicabilmente il 
meno invasiva possibile – e quantificare le variazioni fisiologiche stagionali a cui va incontro 
l’organismo durante il periodo di indagine (Mackenzie et al., 2002; Baruffo & Tretiach, 
2007). Un metodo di trapianto minimamente invasivo fu proposto già da Brodo (1961), che 
utilizzò in un esperimento gli stessi dischi di corteccia costituenti il substrato originario del 
lichene; tale metodologia fu scarsamente seguita, molto probabilmente a causa  delle notevoli 
difficoltà di preparazione dei campioni espositivi. Successivamente, i metodi di trapianto più 
utilizzati hanno utilizzato tecniche di più semplice attuazione, come l’inserimento dei licheni 
all’interno di bag (p. es. Cañas et al., 1997; Marques et al., 2004) o all’interno di reticoli in 
maglie di ferro plastificate (p. es. Fernández-Salegui et al., 2006; Tretiach et al., 2007a). 
Come ribadito da diversi autori (p.es. Calatayud et al., 1996; Tretiach et al., 2007a), se 
l’obiettivo della sperimentazione è valutare i possibili effetti degli inquinanti aerodiffusi sulla 
fisiologia dei licheni, si devono considerare anche il possibile effetto indotto da variabili 
“naturali” (per es.: stagionalità, disidratazione, ecc.) che potrebbero condurre ad erronee 
interpretazioni dei dati acquisiti. L’effetto della metodologia di esposizione, della stagionalità 
o del microclima delle aree di studio sono state spesso tuttavia trascurate (Egger et al., 1994), 
altre volte presunte, ma non verificate (Calatayud et. al, 1996) e raramente esaminate in modo 
esaustivo (Tretiach et al., 2007a). Una ulteriore fonte di variabilità potrebbe essere causata 
inoltre dalla metodologia utilizzata per l’esposizione dei campioni. Per verificare tale ipotesi, 
l’esperimento è stato condotto in condizioni controllate, utilizzando materiale 
morfologicamente e geneticamente omogeneo e applicando una delle più sensibili 
metodologie utilizzate per monitorare cambiamenti fisiologici negli organismi 
fotosinteticamente attivi. Contrariamente a quanto presupposto da diversi autori (Rehnorn et 
al., 1997; Hill, 2002; Ott & Jahns, 2002), in un periodo di esposizione di 12 settimane, non 
sono state osservate differenze imputabili all’utilizzo di differenti reticoli espositivi (Par. 
7.2.3). E’ necessario però ribadire che tale indagine ha analizzato esclusivamente variazioni di 
fluorescenza clorofilliana ed il tempo di esposizione è stato di 12 settimane, un periodo più 
breve di altri esperimenti (Egger et al., 1994; Fernández Salegui, 2006), ma sufficiente per 
Massimo Piccotto – Effetti degli NOX sulla fisiologia dei licheni foliosi epifiti 
 
 85 
osservare possibili effetti indotti, ad esempio, dall’inquinamento aerodiffuso urbano (Tretiach 
et al., 2007a). E’ inoltre più probabile che differenze nel metodo di esposizione possano 
rendersi più evidenti tra specie diverse, in quanto caratterizzate da differente ecologia. Nel 
contempo, i risultati di questo lavoro metodologico evidenziano chiaramente come i parametri 
fluorimetrici possano essere notevolmente influenzati da variazioni stagionali, confermando 
quanto noto da precedenti studi ecofisiologici su licheni (MacKenzie et al., 2002; 2004; 
Baruffo & Tretiach, 2007). Le variazioni osservate, soprattutto a carico dei parametri 
fluorimetrici ottenuti durante l’esposizione luminosa, sono state probabilmente indotte da 
cambiamenti meteorologici e microclimatici che si sono succeduti durante le settimane di 
esposizione. Di notevole rilevanza sono state le variazioni osservate a carico di rETR, ma 
soprattutto a carico di NPQ, parametri che si sono rivelati sensibili agli inquinanti non solo 
nei licheni ma anche nelle piante superiori (Calatayud, 2007). L’aumento di rETR indica un 
incremento dell’utilizzo dell’energia catturata nei processi fotochimici, ivi compresa quindi la 
fotosintesi, mentre la progressiva diminuzione di NPQ evidenzia come, a parità di energia 
catturata, ci sia una minore dissipazione sotto forma di calore (Par. 4.2). Tali variazioni 
potrebbero essere verosimilmente indotte da un effetto sinergico tra i cambiamenti osservati a 
carico di alcuni parametri climatici (umidità in primis) e tra il differente stato fenologico del 
bosco, che è mutato durante il periodo d’indagine. Ad aprile infatti, le chiome ancora rade 
degli alberi permettevano alla luce di penetrare in quantità decisamente elevata nel bosco, ed i 
campioni esposti sui tronchi quindi hanno dovuto ricorrere a meccanismi di dissipazione 
dell’eccesso di irradianza, se pure prevalentemente di tipo diffusa (Jensen & Kricke, 2002; 
Kramer et al., 2004b), con conseguente registrazione di elevati valori di NPQ all’inizio del 
periodo di esposizione. In concomitanza con i valori ottenuti dagli indici di estinzione non 
fotochimica, i bassi valori di ETR misurati sui campioni raccolti ad aprile indicano una 
minore efficienza del trasporto elettronico. Con il progressivo aumento della copertura 
boschiva e un generale aumento dell’umidità relativa – e, conseguentemente, delle ore in cui 
questi organismi sono stati metabolicamente attivi – i PSII dei fotobionti hanno potuto 
convogliare preferenzialmente l’energia verso i processi fotochimici della fotosintesi, essendo 
questi inibiti in maniera minore dai processi regolativi non-fotochimici. Questo esperimento 
indica quindi come, in un esperimento di trapianto della durata di 12 settimane, differenti 
modalità di esposizione, mantenendo i campioni alle condizioni microclimatiche (esposti a 
Nord), non abbiano influito sulla performance fisiologica di questi organismi. Variazioni 
significative a carico di alcuni parametri fluorimetrici (rETR, NPQ) sono state invece 
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osservate come un effetto indotto dai cambiamenti meso- e macro- climatici che si sono 
verificati nell’area di studio. 
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7.3 L’importanza di essere metabolicamente attivo. Effetti di NOX e O3 su trapianti di 
Flavoparmelia caperata 
 
Obiettivo: Analizzare gli effetti dell’idratazione su talli lichenici esposti a NOX e O3 
  
Riassunto 
Nell’estate del 2007, sono stati indagati gli effetti delle concentrazioni ambientali di NOX e di 
O3 nel lichene Flavoparmelia caperata (L.) Hale. Talli di questa specie  sono stati campionati 
nel Carso triestino, quindi divisi in più porzioni con le quali sono stati formati 4 gruppi 
sperimentali omogenei (A-D). Il gruppo A è stato ri-esposto nel sito di campionamento 
(gruppo di controllo), mentre i gruppi B-D sono stati esposti in un sito urbano con elevate 
concentrazioni di inquinanti aerodiffusi. Due di questi gruppi sono stati idratati giornalmente 
durante i presunti picchi di concentrazione di NOX (C) e di O3 (D). Tutti i gruppi sono stati 
comunque esposti alle naturali condizioni ambientali. Il confronto delle misure pre- e post- 
esposizione di scambi gassosi, fluorescenza della clorofilla a, conduttività elettrolitica 
lichenica, contenuto di MDA, GSH ed elementi in traccia ha rivelato come il contenuto idrico 
dei talli determini il grado di tolleranza di questa specie alla presenza di NOX e O3. I licheni 
idratati e metabolicamente attivi hanno risentito in misura minore delle condizioni ambientali 
del trapianto nell’area urbana. 
 
Parole-chiave: drought hypothesis, fluorescenza della clorofilla a, NOX, O3, GSH, 
conduttività 
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7.3.1 Introduzione 
I licheni sono comunemente impiegati come biomonitor dell’inquinamento atmosferico per la 
loro elevata sensibilità verso numerose sostanze inquinanti (per es.: Nimis et al., 1991; Sloof, 
1995; Cercasov et al., 2002), in particolare l’anidride solforosa (SO2), che notoriamente 
esplica una attività fortemente nociva sulla simbiosi lichenica (p. es.: von Arb et al., 1990; 
Gries et al., 1995; Deltoro et al., 1999; Jensen, 2002). In Europa, negli ultimi anni, le 
concentrazioni di SO2 sono apprezzabilmente diminuite (Par. 2), grazie ad interventi di 
controllo sui processi produttivi (European Environmental Agency, 2006), mentre il 
decremento di NOX è stato piuttosto contenuto (Par. 2) e le concentrazioni di O3 sono ben 
oltre le soglie limite fissate per la salute umana e per la protezione della vegetazione, 
sopratutto in Italia (EEA, 2008). Sulla base di queste osservazioni, ma anche del processo di 
normazione in atto per standardizzare l’utilizzo di questi organismi come bioindicatori 
(Giordani et al., 2008), la comprensione degli effetti che NOX e O3 esercitano sui licheni sono 
un argomento di attuale interesse per la comunità scientifica e non solo. 
La tolleranza dei vegetali agli inquinanti aerodiffusi dipende da molti fattori, sia biotici che 
abiotici, e i più importanti sono la specie-specificità, il clima, le condizioni edafiche, le 
proprietà chimiche, la concentrazione e la durata di azione degli inquinanti. L’effetto degli 
inquinanti aerodiffusi dipende inoltre dall’ora del giorno in cui si osservano le maggiori 
concentrazioni. Per quanto riguarda le piante vascolari, i picchi di concentrazione che si 
verificano nelle prime ore del giorno, quando gli stomi sono solitamente aperti, sono più 
pericolosi dei picchi notturni (Larcher, 2003). Queste osservazioni sono di particolare 
importanza per gli inquinanti foto-ossidanti come NOX e O3; essi infatti entrano 
principalmente all’interno delle foglie attraverso gli stomi, in maniera analoga alla CO2. 
L’ozono, una volta giunto negli spazi extracellulari (apoplasto), dà origine ad anioni 
superossido (O2
-•), perossidi di idrogeno (H2O2) e radicali idrossilici (OH•) e quindi ad una 
serie di reazioni, che si sviluppano anche nel citoplasma (Smirnoff, 1995; Fuhrer, 1996). I siti 
cellulari più vulnerabili all’ozono sono le membrane cellulari: i lipidi che le costituiscono si 
ossidano e le proteine di membrana si denaturano. Dal confronto con altri foto-ossidanti, è 
emerso che gli NOX sono le sostanze che diffondono più velocemente attraverso la cuticola. 
Al contatto con l’acqua (almeno a livello di parete cellulare), queste sostanze danno origine ad 
acido nitrico (HNO3) e nitroso (HNO2), che vengono assorbiti attivamente all’interno del 
protoplasma, dove si dissociano in protoni (acidificando il lumen cellulare), ioni nitrito e 
nitrato, interferendo, ad esempio, con la sintesi degli amminoacidi. Parallelamente però, 
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bisogna considerare che gli organismi aerobici – come quelli fotoautotrofi – devono 
sviluppare meccanismi di protezione contro i ROS. Questi sistemi si producono 
fisiologicamente p.es. durante il processo fotosintetico ad elevate intensità luminose, in 
presenza di UV, in seguito a condizioni anoxiche, ma, soprattutto, indotti dalla presenza di 
gas tossici. I tessuti vegetali sono forniti di svariati sistemi antiossidanti per difendersi 
dall’eccessivo stress ossidativo. Questi sistemi (p. es. la catena ascorbato-glutatione) agiscono 
da trappole di radicali e sono in grado di detossificare i derivati dannosi dell’ossigeno. Il 
sistema degli antiossidanti sono un esempio di stress dynamic under continuous stress, una 
terminologia che indica come, grazie alla presenza fisiologica di questi meccanismi, le piante 
sono capaci di detossificare anche le sostanze foto-ossidanti esogene se queste non 
raggiungono concentrazioni troppo elevate (Larcher, 2003). Le conoscenze riguardo gli effetti 
e le dinamiche di azione dei foto-ossidanti – soprattutto NOX – sono comunque per molti 
aspetti lacunose (Calatayud, 2007), e ancor più di problematica interpretazione se gli 
organismi studiati sono i licheni (Holopainen & Kärenlampi, 1985; Egger et al., 1994; 
Calatayud et al., 2000). In particolare, in questo lavoro si è investigato se i licheni idratati, 
quindi metabolicamente attivi, risentano differentemente della presenza di NOX e O3 durante i 
picchi di concentrazioni giornalieri che si verificano quotidianamente in aree urbane 
(Lorenzini & Nali, 2005). Come sopra citato, nelle piante superiori, i gas foto-ossidanti sono 
particolarmente pericolosi quando penetrano attraverso gli stomi, se non attraverso la cuticola, 
ovvero durante il processo di acquisizione della CO2. Questa osservazione induce a presumere 
che, nei licheni idratati (metabolicamente attivi), NOX e O3 possano penetrare all’interno dei 
tessuti più velocemente dove, grazie alla presenza di acqua in fase liquida, si potrebbero 
produrre facilmente i loro derivati (p. es. nitriti, radicali). I licheni, però, sono capaci di 
sopravvivere in condizioni di spiccata disidratazione, grazie anche alla rapida attivazione di 
meccanismi anti-ossidanti durante la re-idratazione (Kranner, 2002; Weissman et al., 2005). 
Questi organismi posseggono quindi dei meccanismi potenzialmente efficaci per detossificare 
anche gli agenti ossidanti indotti dai gas tossici. Attraverso il monitoraggio di più parametri 
fisiologici e biochimici, questo lavoro non solo ha permesso di comprendere se l’idratazione 
protegga o amplifichi l’azione degli inquinanti aerodiffusi, ma anche ha evidenziato 
l’importanza delle condizioni microclimatiche, in particolar modo della disponibilità idrica, 
nel determinare la sopravvivenza dei licheni in un ambiente spiccatamente secco come quello 
urbano. 
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7.3.2 Materiali e Metodi 
Talli di Flavoparmelia caperata (L.) Hale sono stati raccolti in un bosco caducifoglio nei 
pressi di Gropada, TS (Par 3). Nell’arco di una settimana (8-16 giugno 2007), sono stati 
raccolti e puliti ca. 70 talli omogenei (ca. 10-14 di diametro), seguendo le modalità descritte 
nel Par. 3. Da ogni tallo selezionato (n=66), con una forbice di ceramica, sono state  ricavate 
cinque porzioni uguali sia morfologicamente che per peso. Ogni porzione è stata assegnata ad 
un diverso gruppo sperimentale, in maniera tale da distribuire equamente il materiale, 
analogamente ad un protocollo già applicato in passato nel nostro laboratorio (Tretiach et al., 
2007a). Nel particolare: 
- le porzioni derivanti da 4 talli, caratterizzati da lobi ben sviluppati, sono state utilizzate per 
le misure fluorimetriche e di scambio gassoso (Parr. 4.1 e 4.2); 
- le porzioni derivanti da 5 talli sono state impiegate per le misure di conduttività elettrolitica 
lichenica e contenuto di pigmenti fotosinteticamente attivi (Parr. 4.5 e 4.3); 
- le porzioni derivanti da 50 talli, sono state preposte per l’analisi del contenuto di MDA 
(n=25) e GSH (n=25) (Parr. 4.6 e 4.7); 
- le porzioni derivanti da 5 talli, sono state preposte per le misure del contenuto degli elementi 
in traccia (Par. 4.8); 
- le porzioni derivanti da un tallo erano state scelte per osservazioni in  epifluorescenza, 
successivamente mai effettuate per problemi strumentali; 
- un ulteriore tallo è stato esposto integro nel sito urbano per valutare lo stato di idratazione 
nelle condizioni di esposizione. 
L’esposizione dei campioni è stata effettuata attraverso dei reticoli (n=5 per ogni reticolo) che 
permettessero il contatto diretto dei licheni con il substrato (reticoli “B”, Par 7.2.2). Le 
porzioni ottenute sono state distribuite in quattro gruppi sperimentali (A-D) e quindi collocate 
in un sito di controllo (A) e nel sito urbano (B-D). Le aree espositive sono state scelte in base 
ad un’accurata pre-selezione. Il sito di controllo è lo stesso dove i licheni sono stati raccolti 
(Gropada) e quello urbano è stato Piazza della Libertà (Trieste), descritti nel Par. 3 (Fig. 
7.3.2.1). 
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Figura 7.3.2.1. (a) Trieste, Piazza della Libertà e (b) collocazione degli alberi di esposizione dei campioni 
lichenici (•), dei campionatori passivi (+) e della centralina ARPA FVG (C). 
 
Il 20 giugno 2007 i campioni sono stati esposti sul lato nord degli alberi presenti nelle aree di 
studio, ad almeno 3 m da terra. L’esposizione è terminata nel tardo pomeriggio del 26 luglio. 
Durante la sperimentazione sono stati persi diversi campioni sperimentali, 4 dei quali per il 
distacco parziale di alcuni reticoli dal tronco (a causa dell’inefficace fissaggio dei supporti 
sulla corteccia degli ippocastani, che è molto spessa e tendente alla desquamazione) e 15 per 
l’azione di un essudato fluito da una ferita mal cicatrizzata di uno dei tronchi (Fig. 7.3.2.2a). 
Ulteriori perdite (26 porzioni) sono state causate da artropodi che hanno trovato nei licheni un 
ambiente ottimale che forniva probabilmente protezione, umidità e cibo. Ad alcuni talli sono 
stati infatti letteralmente rimossi cortex superiore e strato algale, mettendo in evidenza la loro 
medulla  (Fig. 7.3.2.2b) 
 
 
Figura 7.3.2.2. (a) porzioni rovinate da un liquido fuoriuscito da una ferita dell’albero di esposizione; (b) alcuni 
licheni rovinati dalla probabile azione di artropodi non identificati. 
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Per ovviare alle perdite di campioni, si è dovuto procedere ad un ri-assortimento del materiale 
per garantire un sufficiente ed omogeneo quantitativo di campioni per le diverse misure. 
 
Procedure di idratazione 
I gruppi A e B non hanno subito alcun tipo di trattamento, e quindi la loro idratazione è dipesa 
strettamente dalla disponibilità idrica ambientale. Nel sito urbano, il gruppo C è stato bagnato 
alle 07.30, mezz’ora prima del picco degli NOX, stimato sui dati dello stesso periodo 
dell’anno precedente (fonte ARPA FVG), e il gruppo D è stato bagnato alle 13.30, mezz’ora 
prima del picco analogamente presunto di O3. La bagnatura è stata effettuata con uno spruzzo 
– di ca. 10 s – di acqua distillata. 
 
Misure di contenuto idrico del tallo 
Durante la sperimentazione è stato valutato sia il tempo di disseccamento dei talli 
successivamente alle bagnature sia, giornalmente, lo stato di idratazione dei talli alle 
condizioni di esposizione. Il 17 luglio 2007 è stato valutato il tempo di de-idratazione dei talli 
bagnati. Un tallo di F. caperata, simile a quelli esposti, è stato diviso in tre porzioni 
omogenee; la prima è stata bagnata alle 7.30 – analogamente al gruppo C – e, ad intervalli di 
5, 10, 20, 40, 80 minuti, sono state effettuate delle misure di umidità, riconducibili al RWC 
(Schuster et al., 2002; Piccotto, 2005). Lo stesso procedimento è stato applicato sulla seconda 
porzione, a partire dalla bagnatura effettuata alle 13.30. Sulla terza porzione sono state 
effettuate le misure di controllo. Il contenuto idrico dei talli è stato stimato effettuando le  
misure con un Protimeter mini (General Eletric Co., Billerica, MA, USA). Questo strumento 
esprime fornisce dei valori di umidità in una scala relativa ordinale da 6 a 28 che possono 
essere riconducibili al RWC della specie indagata sulla base delle procedure descritte in 
lavoro svolto precedentemente nel nostro laboratorio (Piccotto, 2005). 
 
Monitoraggio dei parametri climatici 
I principali parametri meteorologici dei due siti di esposizione sono stati monitorati per tutto il 
periodo del trapianto. Nel sito di controllo, i dati sono stati rilevati dalla centralina di Sgonico 
(vedi Par. 3). Nel sito urbano, i parametri climatici sono stati rilevati sia dalla centralina 
dell’ARPA presente in loco (umidità temperatura, precipitazioni; Fig. 7.3.2.1), integrati con i 
dati dalla centralina di Piazza Hortis e da quella di molo F.lli Bandiera (direzione e intensità 
dei venti, irradianza. Par. 3). 
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Monitoraggio delle concentrazioni degli inquinanti gassosi 
Le misure relative alla concentrazione di inquinanti nel sito urbano sono state fornite dalla 
centralina dell’ARPA, sita nella stessa P.za della Libertà (Fig. 7.3.2.1). Nel sito di controllo 
sono stati utilizzati dei campionatori passivi (Par. 5) per ossidi di azoto (NOX), biossido 
d’azoto (NO2) e ozono (O3). Questi sono stati utilizzati anche nel sito urbano per verificarne 
l’affidabilità tramite un confronto con i dati registrati dalla centralina ARPA. La durata del 
periodo di esposizione dei campionatori (n=3 settimanali per ogni sostanza indagata) è stata di 
una settimana, seguendo le procedure descritte nel Par. 3. La media e la deviazione standard 
dei valori di concentrazione ambientale dei tre inquinanti sono stati calcolati in base ai valori 
relativi ad ogni tripletta di campionatori esposti nei due siti. 
 
Misure fluorimetriche 
Le misure fluorimetriche e di scambi gassosi sono state condotte sulle stesse porzioni, prima e 
dopo l’esposizione in campo. Su ogni porzione sono state effettuate due misurazioni ad 
intensità luminosa saturante (450 µmol photons m-2 s-1; Par. 7.1.3). Le misure sono state 
condotte su due lobi differenti, il secondo dei quali è stato oscurato con della plastica nera 
durante la prima misura, evitando l’esposizione alla luce. Il protocollo utilizzato è descritto 
nel Par. 4.2; ogni porzione, indotta la prima curva di emissione di fluorescenza, è stata idratata 
e riposta in camera umida alle stesse condizioni fino al momento della seconda misura. 
Concluse le misure, le porzioni sono state bagnate per tre minuti e riposte in campana umida a 
par 20 µmol photons m-2 s-1 e temperatura 20°C fino alla mattina successiva, quando sono 
state svolte le misure di scambi gassosi. In seguito al danneggiamento di alcuni campioni del 
gruppo D (Fig. 7.3.2.2), dopo l’esposizione, è stata necessaria una loro sostituzione con altre 
porzioni intatte; differentemente da A-C (n=10), sul gruppo D sono state effettuate 12 
misurazioni, 2 su campioni utilizzati per le misure pre-esposizione e 10 su nuove porzioni non 
danneggiate.  
  
Misure di scambio gassoso 
Le misure sono state effettuate utilizzando un campione aggregato, la cui affidabilità è stata 
testata precedentemente (Par. 7.1.3). Le misurazioni si sono limitate a stimare DR e Pgmax (a 
450 µmol photons m-2 s-1) su ogni campione sperimentale. Temperatura e concentrazione di 
CO2 sono state, rispettivamente, 20°C e 360±10 ppm. Una prima serie di misure di RWC-RC 
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ha permesso di stimare l’RWC ottimale (Par. 4.1) e, successivamente, sono state effettuate 
altre due RWC-RC, idratando il campione sperimentale scarsamente al di sopra del valore 
ottimale (n=3). Al termine delle misure, i talli sono stati fatti asciugare all’aria.  
 
Misure di conduttività elettrolitica lichenica e contenuto di pigmenti liposolubili 
Le misure di conduttività pre- e post-esposizione sono state effettuate su un diverso gruppo di 
campioni, in quanto il protocollo adottato prevede una sola misurazione per ogni campione 
sperimentale (Par. 4.5). Prima dell’inizio delle misurazioni di conduttività, sono state 
effettuate alcune misure di prova volte a testare alcuni aspetti tecnico-pratici come, ad 
esempio, le modalità di pulitura della sonda. Considerazioni a riguardo sono state ampiamente 
discusse in Pavanetto (2007). I campioni, de-idratati prima all’aria e successivamente in 
essiccatore, sono stati utilizzati per la stima del contenuto di pigmenti fotosinteticamente 
attivi, come descritto nel Par 4.3.  
 
Misure effettuate presso altre sedi: MDA, GSH ed elementi in traccia 
Le misurazioni in sede (sopra descritte) sono state effettuate nei giorni successivi alla raccolta 
dei campioni esposti. Il materiale necessario alle analisi di MDA e GSH è stato essiccato in 
silica gel per due giorni, quindi riposto all’interno di placche petri sigillate con parafilm, e 
conservato sottovuoto a -80°C fino al momento delle analisi, effettuate seguendo le procedure 
descritte nel Parr. 4.6 e 4.7. I campioni deputati alle misure del contenuto elementare sono 
stati trattati come descritto nel Par. 4.8 e, successivamente, sono stati inviati ai  laboratori di 
analisi dell’ACME (Canada). 
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7.3.3 Risultati 
Dati climatici e stato di idratazione naturale dei talli 
A Sgonico (controllo), l’intensità dei venti, spiranti soprattutto da NE, è rimasta piuttosto 
contenuta e stabile nel tempo, attorno a 2-4 m/s. Analogamente, nel sito urbano non si sono 
osservate forti raffiche di vento, anche se la direzione prevalente è stata differente (NNW-
SSW), probabilmente a causa della morfologia urbana. L’assenza di nuvolosità ha 
determinato un’elevata irradianza cumulativa giornaliera, sopratutto nel sito carsico (ca. 
30.000 KJ m-2 al giorno). I fenomeni piovosi sono stati praticamente assenti in entrambi i siti, 
con precipitazioni sporadiche e di scarsa consistenza (totale per il periodo: 41.4 mm a Sgonico 
e 35.0 mm in P.za della Libertà). La temperatura media giornaliera registrata a Sgonico si è 
attestata tra i 16 e i 30°C, in un range più basso rispetto a quello osservato in P.za della 
Libertà (20-30°C). L’andamento orario giornaliero della temperatura dell’aria nei due siti è 
riportato in Fig. 7.3.3.1a. Essi risultano in generale più elevati nel sito urbano, dove 
aumentano a partire dalle 6 am, per raggiungere un picco attorno ai 30°C in tarda mattinata. 
L’andamento delle temperature misurato nell’altopiano carsico è più regolare, caratterizzato 
da bassi valori medi notturni e un rapido aumento durante le prime ore del giorno. La minore 
escursione termica giornaliera osservata nel sito urbano (6°C, 10°C nel sito carsico) è 
verosimilmente influenzata dall’effetto termostabilizzante del mare; le temperature più elevate 
del sito urbano sono probabilmente dovute all’estensione di superfici asfaltate. L’asfalto, 
infatti, ha una elevata capacità di assorbimento di calore e non permette una consistente 
evaporazione dell’acqua  presente nel suolo. A confermare questa ipotesi, l’umidità media 
giornaliera dell’aria nel sito carsico è stata più elevata (50%÷75%) di quella del sito urbano 
(<55%). Nei due siti, i valori medi orari di umidità nel corso della giornata mostrano 
andamenti molto simili a quelli della temperatura, in buon accordo con l’assenza di 
precipitazioni (Fig. 7.3.3.1b). L’elevata umidità osservata a Sgonico è chiaramente legata ai 
fenomeni di evapotraspirazione, determinata sia dalla traspirazione attuata dalla vegetazione 
sia dall’evaporazione terrigena. Nel complesso, i dati climatici raccolti rivelano come, nei due 
siti, le situazioni climatiche siano state piuttosto distinte. La maggiore umidità atmosferica 
presente nel sito di controllo ha presumibilmente consentito ai licheni di essere 
metabolicamente attivi nella notte fino all’alba (Lange et al., 1986). L’umidità del sito urbano 
invece, anche se saltuariamente ha consentito lo svolgimento di una minima attività 
metabolica, è decisamente più bassa e le temperature, sempre molto elevate, sottopongono i 
campioni ad una più spinta disidratazione non consentendo loro il recupero di una piena 
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attività, tranne nel caso nei pochi, radi eventi piovosi. Tutti i dati climatici giornalieri sono 
stati riportati con maggiore dettaglio in Pavanetto (2007). 
 
Fig. 7.3.3.1. Andamento medio orario della temperatura dell'aria (a) e della umidità relativa (b) nel periodo di 
esposizione dei campioni (20/06/07-26/07/07). Sono riportati i valori misurati nel sito di controllo (linea 
continua), e nel sito urbano di P.za della Libertà, TS (linea tratteggiata). 
 
Il contenuto idrico naturale dei trapianti di F. caperata nel sito urbano di esposizione è stato 
stimato in corrispondenza della bagnatura dei campioni (Par. 7.3.2). I valori stimati di RWC 
dalle misure effettuate la mattina sono stati generalmente superiori rispetto a quelli del 
pomeriggio. Il RWC stimato ha infatti superato il valore di 20% solamente in 10 giornate e 
solamente durante le ore mattutine, indicando, in queste occasioni, una possibile, ma ridotta, 
attività metabolica [dati riportati da diversi autori (p. es. Lange et al., 1970) confermano 
l’attivazione dei licheni, con fotobionte un’alga verde, per RWC>20%]. 
 
Concentrazioni giornaliere di NOX e O3 nel sito urbano e tempo di de-idratazione 
Le concentrazioni medie orarie giornaliere di NOX e O3 del sito urbano misurate nel periodo 
di studio sono riportate in Fig. 7.3.3.2. 
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Figura 7.3.3.2. Andamento medio orario di NOX (●) e O3 (○) nel periodo di esposizione dei campioni (20/07/07 - 
26/07/07). Sono riportati i valori misurati nel sito urbano di P.za della Libertà dalla centralina ARPA per il 
monitoraggio degli inquinanti aerodiffusi. 
 
Il picco giornaliero degli NOX (calcolato sui dati medi orari del periodo) è stato osservato alle 
8 am, in accordo con le ipotesi di lavoro e con i tempi di bagnatura. Differentemente, il picco 
di O3 si è verificato attorno alle 11 am, anticipando di ca. 3 h il picco atteso, che era stato 
calcolato sia su dati bibliografici (Lorenzini & Nali, 2005), sia sulle concentrazioni osservate 
nel 2006 nello stesso sito. I dati osservati evidenziano quindi che le bagnature pomeridiane 
sono state effettuate in un momento in cui le concentrazioni di O3 eguagliavano quelle 
presenti in corrispondenza della bagnatura mattutina. I gruppi C e D sono stati quindi bagnati 
in presenza di valori simili di O3 (ca. 85 µg m
-3), con la differenza che il gruppo C è stato 
esposto in condizioni idratate ad una concentrazione di NOX più elevata (130-140 µg m
-3) del 
gruppo D (75-78 µg m-3). 
Il 17 luglio 2007 è stato stimato il tempo impiegato dai talli per disidratarsi dopo essere stati 
artificialmente bagnati seguendo le modalità descritte nel Par. 7.3.2. L’umidità e la 
temperatura media della giornata sono state 50%RH e 27°C, entro la media osservata nel 
periodo di studio. I risultati ottenuti sono riportati nei grafici di Fig. 7.3.3.3. In entrambe le 
serie di misurazioni, la diminuzione di RWC stimato segue un andamento di tipo parabolico, 
in buon accordo con le relazioni già descritte da altri autori tra umidità dell’aria e contenuto 
idrico (p. es. Lange et al., 1986). La de-idratazione è piuttosto spinta a causa dei bassi valori 
di umidità dell’aria, che nei momenti più caldi del giorno possiede un potenziale idrico molto 
più negativo rispetto al lichene. Il tempo impiegato per raggiungere la de-idratazione è stato 
sostanzialmente lo stesso mattina e pomeriggio (ca. due ore). 
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Figura 7.3.3.3. Cinetica della diminuzione del RWC stimato (Piccotto, 2005) nel campione di F. caperata 
esposto nel sito sperimentale di P.za della Libertà e bagnato abbondantemente con acqua distillata. Le misure 
sono state effettuate nell’arco di poco più di un’ora la mattina (a) e il pomeriggio (b) del giorno 17/07/07. 
 
Concentrazioni di NOX, NO2 e O3 
Le condizioni climatiche osservate durante il periodo di esposizione sono state nel range 
ottimale per l’utilizzo dei campionatori passivi. Quest’ultimi infatti non forniscono stime 
attendibili delle concentrazioni dei gas indagati in presenza di particolari condizioni 
climatiche (Hangartner, 2006). Le concentrazioni di NOX, NO2 e O3 sono riportate in Tab. 
7.3.3.1. Le concentrazioni di NOX e NO2 nel sito urbano risultano molto alte sulla base della 
normativa vigente (Par. 2) e sostanzialmente costanti per tutto il periodo di esposizione. Nel 
sito di controllo, questi gas sono stati ca. otto volte inferiori al sito urbano. La concentrazione 
di O3, piuttosto elevata in entrambe le stazioni, è risultata superiore di circa il 30-40% nel sito 
di controllo. I valori misurati a Gropada (per il sito di controllo non sono disponibili i dati 
orari) presuppongono che le concentrazioni massime di O3 siano state ben oltre le soglie 
limite definite dalla direttiva 2008/50/CE. 
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Tabella 7.3.3.1. Medie settimanali e deviazioni standard delle concentrazioni di NOX, NO2, O3 registrati nelle 
stazioni di Gropada e P.za della Libertà mediante campionatori passivi. Le concentrazioni sono espresse in µg m-
3 (n=3). Non è stato possibile ottenere i dati di concentrazione di NOX nella prima settimana di esposizione per 
un disguido del fornitore. 
 NOX NO2 O3 
- 72,7 ± 3,6 61,6 ± 3,0 
95,8 ± 9,3 68,2 ± 2,9 67,8 ± 1,6 
86,5 ± 9,8 64,1 ± 4,6 64,0 ± 2,1 
84,5 ± 2,7 70,9 ± 1,0 76,9 ± 0,7 
P.za della Libertà 
96,2 ± 1,4 84,0 ± 3,1 53,7 ± 2,6 
- 6,7 ± 0,6 93,6 ± 2,8 
11,7 ± 2,4 5,2 ± 0,1 103,5 ± 1,7 
10,3 ± 2,1 6,1 ± 0,6 96,0 ± 3,7 
10,3 ± 6,7 8,1 ± 0,5 98,3 ± 0,9 
Gropada 
12,0 ± 3,9 6,2 ± 0,5 78,5 ± 3,4 
 
Le concentrazioni di NOX, NO2 e O3 misurate in Piazza della Libertà con l’impiego dei 
campionatori passivi sono state confrontate con i valori registrati dalla centralina dell’ARPA 
FVG collocata nello stesso sito (Fig. 7.3.3.4). 
 
 
Figura 7.3.3.4. Concentrazioni medie settimanali di NOX, NO2 e O3 misurati nel sito urbano (Trieste, P.za della 
Libertà). In ascissa sono stati riportati i valori misurati dalla centralina ARPA e in ordinata i corrispondenti 
valori misurati attraverso i campionatori passivi passam. 
 
Dai grafici emerge chiaramente che, nel sito cittadino, le concentrazioni di NO2 misurate dai 
campionatori passivi siano state sovrastimate costantemente di 20-25 µg m-3, mentre i valori 
di O3 sono stati prossimi a quelli misurati dalla centralina, presentando tuttavia un dato outlier 
(sottostimato dai campionatori passivi). Le stime delle concentrazioni di NOX non sono state 
assolutamente affidabili, sovrastimando in maniera incomprensibile le reali concentrazioni. I 
Massimo Piccotto – Effetti degli NOX sulla fisiologia dei licheni foliosi epifiti 
 
 100
fornitori dei campionatori passivi (Par. 5) certificano un’incertezza del 23.4% nella misura di 
NO2 (per concentrazioni di 20÷40 µg m
-3) e del 21.3% (per concentrazioni superiori agli 80 
µg m-3) nella misura dell’O3, ma quest’elevata disparità tra i valori registrati dalla centralina 
ARPA e quelli osservati mediante l’impiego dei  campionatori passivi rendono alquanto 
problematica l’interpretazione dei dati. 
 
Misure fluorimetriche 
In questo lavoro sono stati analizzati i parametri fluorimetrici Fv/Fm, rETR e NPQ misurati sul 
materiale pre- e post- esposizione. Preliminarmente, è stata applicata l’ANOVA per ranghi di 
Friedman alle misure fluorimetriche pre- esposizione, per verificare che i dati dei diversi 
gruppi espositivi appartenessero alle stesse popolazioni. Questo test ha verificato l’ipotesi, 
con significanza p > 0.05. 
 
Figura 7.3.3.5. Media e deviazione standard di Fv/Fm (a), rETR (b) e NPQ (c) misurate sui licheni prima 
dell’esposizione (pre-) e successivamente al trapianto (A-D). A, controllo; B-D, campioni esposti in P.za della 
Libertà, non bagnati (B), bagnati alla mattina (C) e al pomeriggio (D). °=variazioni significative di A rispetto a 
pre- con p<0.05; *=variazioni significative con p<0.05 rispetto al gruppo A (test U di Mann-Whitney) 
#=variazioni in NPQ non comparabili perché Fv/Fm è differito significativamente (Par. 4.2) 
 
Fv/Fm, indubbiamente il parametro fluorimetrico maggiormente conosciuto ed utilizzato (Par. 
4.2), ha subito variazioni significative (Fig. 7.3.3.5). Confrontando le misure pre-esposizione 
(media 0.747±0.018, n=40) con quelle del gruppo A (0.762±0.010), Fv/Fm è aumentato 
significativamente del 2%, a causa quindi di variazioni stagionali nel sito di controllo. Dal 
confronto tra A e B-D, diminuzioni significative (-6%) sono state osservate solamente in B 
(0.714±0.031) e non nei campioni quotidianamente idratati la mattina (C, 0.727±0.66) o il 
pomeriggio (D, 0.730±0.064). L’effetto delle variazioni stagionali nel sito di controllo è stato 
rilevato anche da rETR; contrariamente a Fv/Fm, la media calcolata sul gruppo A (100.3±19.8) 
è significativamente diminuita del 16% rispetto alla media pre-esposizione (120.0±21.3). Dal 
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confronto con il gruppo A, non sono state osservate variazioni significative in rETR nei 
gruppi B (102.4±20.4), C (115.7±31.7) e D (109.2±19.8). 
Ribadendo quanto affermato nel Par. 4.2, non sono state considerate informative le variazioni 
a carico di NPQ dei gruppi nei quali i valori di Fv/Fm sono differiti significativamente. Il 
valore pre- esposizione è stato di 1.99±0.56, minore del 2.18±0.62 osservato in A, 
quest’ultimo simile al 2.15±0.62 di B. Molto interessanti sono invece risultati il confronto tra 
il gruppo di controllo e i gruppi idratati ed esposti nel sito urbano. NPQ infatti è diminuito 
significativamente sia in C (1.69±0.56, -22%) che in D (1.65±0.45, -24%), confermando i 
risultati riportati in Tretiach et al. (2007a). 
 
Misure di scambio gassoso 
Queste misure (n=3), come descritto precedentemente, sono state condotte su campioni 
aggregati e il campione D, bagnato il pomeriggio, ha subito la perdita di 3 delle 5 porzioni 
originarie, che sono state sostituite. Variazioni significative sono state ricercate solamente tra 
i valori pre- e post esposizione dello stesso gruppo, i dati pre- esposizione hanno rivelato che i 
ratei dei gruppi pre- esposizione differivano significativamente tra loro. I valori di DR e 
Pgmax, riportati in Tabella, non hanno subito variazioni significative, anche se c’è stata una 
generale diminuzione, nei parametri considerati, in tutti i gruppi sperimentali. 
  
Tabella 7.3.3.2 Medie e deviazioni standard (n=3) dei valori di  respirazione al buio (RD) (µmol CO2 m
-2 s-1) e 
fotosintesi massima lorda (Pgmax) misurati nei campioni di Flavoparmelia caperata prima e dopo l’esposizione. 
Sono riportati i valori dei quattro gruppi di campioni (A-D). A, controllo; B-D, campioni esposti in P.za della 
Libertà, non bagnati (B), bagnati alla mattina (C) e al pomeriggio (D). 
            
 pre-esposizione  post-esposizione 
      
 DR Pgmax  DR Pgmax 
            
      
A -1.01 ± 0.06 5,20 ± 0.32  -0,92 ± 0.09 4,65 ± 0.33 
B -0.78 ± 0.05 3,63 ± 0.43  -0,72 ± 0.13 3,21 ± 0.30 
C -0,90 ± 0.06 4,68 ± 0.27  -0,86 ± 0.11 4,05 ± 0.33 
D -0.87 ± 0.09 4,74 ± 0.04  -0,98 ± 0.04 4,49 ± 0.23 
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Misure di conduttività elettrolitica lichenica  
 
I valori di conduttività sono riportati in Fig. 7.3.3.6. 
 
Figura 7.3.3.6. Media e deviazione standard dei valori di conduttività misurati dopo (a) 5  e (b) 60 minuti di 
immersione in acqua distillata dei campioni dei gruppi sperimentali. Differenze significative rispetto alla pre- 
esposizione: °°=p<0.01. Differenze significative rispetto al controllo *=p<0.05, **=p<0.01 (Test U di Mann-
Whitney). pre-: valori misurati sui licheni prima dell’esposizione. Valori misurati successivamente al trapianto: 
A, controllo; B-D, campioni esposti in P.za della Libertà, non bagnati (B), bagnati alla mattina (C) e al 
pomeriggio (D). 
 
Le misure di conduttività sono state effettuate nelle soluzioni ottenute immergendo i campioni 
in acqua distillata per 5 e per 60 minuti. Analogamente alle misure fluorimetriche, sono state 
ricercate possibili variazioni significative tra le misure pre-esposizione e il gruppo di controllo 
(A) e tra A e i gruppi esposti nel sito urbano (B-D). La media pre-esposizione dei valori 
ottenuti dopo 5 minuti di immersione (876±117) è stata superiore rispetto a quella calcolata 
sul gruppo A (440±387), piuttosto simile a quella misurata su C (308±101) e D (214±57). 
L’unica variazione significativa è stata rilevata nel gruppo B (2963±2427), in quanto, pur 
tenendo conto dell’elevata dispersione dei dati, la media è stata quasi 7 volte superiore 
rispetto a quella del gruppo A. Le misure effettuate dopo 60 minuti di immersione hanno 
generalmente confermato i dati osservati dopo 5 minuti. I valori calcolati pre-esposizione 
(835±167) sono stati significativamente maggiori (+50%) dei valori calcolati per il gruppo A 
(414±115), probabilmente a causa di qualche fattore stagionale o della metodologia di 
esposizione. Le misure effettuate su B (1537±841) si sono confermate essere 
significativamente più elevate di A, al contrario di C (565±209) e D (704±392). 
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Contenuto di pigmenti fotosinteticamente attivi 
Le concentrazioni dei pigmenti fotosintetici liposolubili ed i parametri ad essi connessi, sono 
riportate in Tab. 7.3.3.3. 
 
Tabella 7.3.3.3 Media e deviazione standard (n=3) del contenuto di pigmenti fotosinteticamente attivi (mg g-1) e 
dei parametri derivati. Le misure sono state effettuate su campioni di Flavoparmelia caperata prima (pre-) e 
dopo l’esposizione (A-D). A, controllo; B-D, campioni esposti in P.za della Libertà, non bagnati (B), bagnati alla 
mattina (C) e al pomeriggio (D). 
       
 Chl a Chl b Chl (a+b) C(x+c) Chl a / Chl b A435 / A415 
       
       
pre- 1.53 ± 0.38 0.70 ± 0.10 2.23 ± 0.48 0.50 ± 0.06 2.15 ± 0.25 0.90 ± 0.04 
A 1.47 ± 0.28 0.68 ± 0.06 2.14 ± 0.34 0,48 ± 0.06 2.16 ± 0.22 0.91 ± 0.06 
B 1.54 ± 0.20 0.71 ± 0.08 2.25 ± 0.28 0.51 ± 0.04 2.17 ± 0.08 0.90 ± 0.03 
C 1.52 ± 0.25 0.71 ± 0.10 2.22 ± 0.35 0.50 ± 0.06 2.14 ± 0.07 0.94 ± 0.02 
D 1.42 ± 0.45 0.63 ± 0.18 2.05 ± 0.63 0.45 ± 0.14 2.23 ± 0.20 0.92 ± 0.04 
              
 
 Non sono state osservate variazioni significative di rilievo. Si noti che i valori calcolati per il 
gruppo D si discostano lievemente dagli altri gruppi in quanto quest’ultimi sono stati calcolati 
parzialmente su alcune porzioni di sostituzione, come sopra descritto, e quindi su materiale 
geneticamente differente. Il rapporto Chl a /Chl b è pressoché costante, attorno al 
caratteristico rapporto 3:1 (Lichtenthaler, 1987), mentre l’indice di feofitinizzazione 
A435/A415, calcolato su tutti i campioni, è di 0.91±0.04, a confermare che, nelle specie 
licheniche con il cortex inferiore melaninizzato, questo parametro assume un valore ben più 
basso dell’atteso 1.40 (Par. 4.3). 
 
Contenuto di MDA e GSH 
Le stime delle concentrazioni di questi due marker biochimici nei campioni di Flavoparmelia 
caperata sono state effettuate presso un’altra sede (Parr. 4.6, 4.7). La concentrazione di MDA 
calcolata sul materiale prima e dopo d’esposizione, è riportata in tabella 7.3.3.4. A causa del 
ri-assortimento delle porzioni, la numerosità campionaria è stata differente. Non è stata 
rilevata nessuna variazione significativa e il range osservato è stato di 7.9÷18.9. 
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Tabella 7.3.3.4 Media e deviazione standard (n=3) del contenuto di MDA nei campioni di Flavoparmelia 
caperata prima (pre-, n=7) e dopo l’esposizione (A-D). A, controllo (n=7); B-D, campioni esposti in P.za della 
Libertà, non bagnati (B, n=6), bagnati alla mattina (C, n=6) e al pomeriggio (D, n=4). 
            
 pre- A B C D 
           
      
MDA (nmol g-1) 14.5 ± 2.2 12.7 ± 3.2 11.3 ± 2.0 10.3 ± 3.0 11.5 ± 0.6 
            
  
Il contenuto dei gruppi –SH nelle porzioni analizzate, proporzionali al contenuto di glutatione 
ridotto, sono stati riportati in Fig. 7.3.3.7. 
 
Figura 7.3.3.7. Media e deviazione standard delle concentrazioni dei gruppi –SH (approssimabili al contenuto si 
GSH)  misurati su campioni di Flavoparmelia caperata prima (pre-, n=6) e dopo l’esposizione (A-D). A, 
controllo (n=7); B-D, campioni esposti in P.za della Libertà, non bagnati (B, n=6), bagnati alla mattina (C, n=6) 
e al pomeriggio (D, n=6). *= Differenze significative rispetto al controllo con p<0.05 (Test U di Mann-Whitney). 
 
Contrariamente alla concentrazioni di MDA, le variazioni del contenuto di GSH hanno fornito 
significative, importanti, informazioni. I valori misurati sui campioni pre-esposizione 
(334±68) sono stati pressoché uguali a quelli del gruppo A (340±117). Una diminuzione 
significativa di GSH è stata riscontrata nel gruppo B (182±72), esposto nel sito urbano alle 
condizioni ambientali, mentre un modesto aumento, non significativo, è stato osservato in 
entrambi i gruppi bagnati quotidianamente (C, 417±143; D, 464±70). Analogamente alle 
porzioni utilizzate per MDA, il ri-assortimento ha causato anche una variazione nella 
numerosità dei campioni utilizzati in quest’ultima metodologia. 
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Macronutrienti ed elementi in traccia 
I contenuti dei macronutrienti P, S, K, degli elementi essenziali, Mg, Ca, Fe, Mn, Zn, Cu, Mo 
e B [elencati come riportato da Larcher (2003)]  e degli elementi Ba, Cd, Cr, Hg, Pb, Sb, Se e 
Sr (quest’ultimi associati all’inquinamento urbano e alle attività antropiche) sono riportati in 
Tab. 7.3.3.5 e 7.3.3.6 
 
Tabella 7.3.3.5 Media e deviazione standard (n=5) del contenuto alcuni macronutrienti ed elementi essenziali nei 
campioni di Flavoparmelia caperata prima (pre-) e dopo l’esposizione (A-D). A, controllo; B-D, campioni 
esposti in P.za della Libertà, non bagnati (B), bagnati alla mattina (C,) e al pomeriggio (D). Sono stati 
sottolineati i valori di A che differiscono significativamente rispetto ai valori pre-esposizione. In grassetto i 
valori di (B-D) che differiscono significativamente rispetto ai valori di A (p<0.05, test U di Mann-Whitney) 
                        
 P S K Mg Ca Fe Mn Zn Cu Mo B 
 % % % % % % ppm ppm ppm ppm ppm 
                        
            
pre- 0.071 ± 0.013 0.063 ± 0.012 0.308 ± 0.043 0.055 ± 0.005 1.26 ± 0.53 0.043 ± 0.022 23.2 ± 12.1 32.7 ± 8.7 7.27 ± 2.16 0.172 ± 0.070 2.40 ± 1.14 
            
A 0.076 ± 0.018 0.102 ± 0.026 0.232 ± 0.050 0.045 ± 0.006 2.00 ± 0.90 0.053 ± 0.023 22.4 ± 7.7 35.8 ± 3.4 9.33 ± 2.96 0.192 ± 0.069 3.20 ± 1.09 
            
B 0.068 ± 0.021 0.130 ± 0.158 0.250 ± 0.243 0.062 ± 0.014 1.79 ± 0.95 0.053 ± 0.018 23.0 ± 5.9 34.3 ± 4.4 8.76 ± 1.74 0.218 ± 0.068 4.25 ± 0.96 
            
C 0.072 ± 0.019 0.158 ± 0.074 0.243 ± 0.026 0.063 ± 0.005 2.55 ± 1.12 0.067 ± 0.032 32.0 ± 9.2 38.4 ± 4.9 11.25 ± 2.31 0.303 ± 0.062 5.50 ± 1.73 
            
D 0.077 ± 0.022 0.198 ± 0.028 0.245 ± 0.024 0.062 ± 0.008 2.15 ± 1.51 0.055 ± 0.015 29.5 ± 12.8 37.8 ± 8.0 10.00 ± 2.12 0.280 ± 0.074 4.33 ± 0.58 
            
                        
 
Le condizioni di trapianto, presumibilmente a causa della breve durata – non hanno mutato 
drasticamente il contenuto degli elementi indagati, ma le poche variazioni significative 
osservate sono molto interessanti. Per quanto riguarda il confronto con il materiale di 
controllo, pre- e post- esposizione, il trapianto ha causato un debole, ma significativo, 
aumento nel contenuto di S (+67%) e una diminuzione di Mg (-19%). Per quanto riguarda le 
variazioni osservate sui gruppi esposti nel sito urbano, dal confronto con A, sono stati 
osservati incrementi nel contenuto degli elementi essenziali S (in D, +200%) e Mg (B, +38%; 
C, 40%; D, +38%) e dei metalli esogeni Ba (B, +41%; C, +247%; D, +57%), Cr (D, +27%), 
Sb (B, +76%; C,+300%; D, +247%). Si può notare inoltre che i campioni esposti nel sito 
urbano e idratati (C, D) hanno accumulato una maggiore quantità di metalli rispetto alle 
porzioni lasciate alle condizioni ambientali (C). In particolare, i campioni C, idratati in un 
orario in cui il traffico è più sostenuto (Par. 7.3.2), hanno accumulato una maggiore quantità 
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di metalli rispetto ai D (p.es. Fe, Cu, Ba, Cr, Sb). Sulla base di questi dati si può affermare che 
i campioni idratati abbiano una maggiore efficienza nell’accumulo di questi elementi. 
 
Tabella 7.3.3.6 Media e deviazione standard (n=5) del contenuto alcuni elementi in traccia nei campioni di 
Flavoparmelia caperata prima (pre-) e dopo l’esposizione (A-D). A, controllo; B-D, campioni esposti in P.za 
della Libertà, non bagnati (B), bagnati alla mattina (C,) e al pomeriggio (D). In grassetto i valori di (B-D) che 
differiscono significativamente rispetto ai valori di A (p<0.05, test U di Mann-Whitney) 
                  
 Ba Cd Cr Hg Pb Sb Se Sr 
 ppm ppm ppm ppb ppm ppm ppm ppm 
                  
         
pre- 5.14 ± 1.67 0.224 ± 0.082 2.06 ± 0.54 103 ± 47 14.6 ± 8.8 0.128 ± 0.085 1.48 ± 0.48 7.00 ± 1.80 
         
A 5.10 ± 0.88 0.296 ± 0.043 2.16 ± 0.34 100 ± 27 21.4 ± 9.6 0.174 ± 0.080 0.80 ± 0.46 9.98 ± 4.48 
         
B 7.22 ± 0.97 0.263 ± 0.179 2.27 ± 0.50 101 ± 13 30.8 ± 20.5 0.303 ± 0.076 1.00 ± 0.45 9.80 ± 3.95 
         
C 12.62 ± 5.58 0.280 ± 0.196 2.87 ± 0.54 108 ± 34 40.9 ± 35.8 0.513 ± 0.102 1.10 ± 0.26 12.85 ± 4.38 
         
D 7.97 ± 1.10 0.248 ± 0.055 2.80 ± 0.21 87 ± 19 24.4 ± 5.8 0.420 ± 0.114 1.15 ± 0.34 10.32 ± 2.73 
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7.3.4 Discussione 
L’obiettivo di questo lavoro è stato indagare se lo stato di idratazione del tallo moduli la 
risposta del lichene Flavoparmelia caperata alla presenza di NOX e O3. 
È generalmente provato che, fino a qualche decennio fa, la bassa biodiversità lichenica in aree 
antropizzate (p. es. città) era causata principalmente dalla presenza di SO2 (p. es. Laundon, 
1970; Nimis et al., 1991), la cui drastica diminuzione (Parr. 1, 2) ha determinato un 
conseguente aumento della biodiversità. Tuttavia, la ricolonizzazione dei licheni in aree 
urbane sembra essere limitata delle persistenti concentrazioni di NOX (Davies et al., 2007; 
Isocrono et al., 2007), anche se, contrariamente, qualche autore ha sostenuto che questi 
inquinanti potessero fungere da “fertilizzanti” (von Arb et al., 1990). In questo lavoro, oltre 
agli NOX, sono stati indagati i possibili effetti indotti dalla presenza di O3. Alcuni studi 
condotti nel continente americano hanno osservato come questo inquinante possa causare 
danni a livello fotosintetico su questi organismi (Zambrano & Nash III, 2000), ma non è stato 
tuttavia verificato se l’O3 determini un effettivo impoverimento della flora lichenica 
(Lorenzini et al., 2003). Sulla base delle osservazioni di alcuni autori, si potrebbe ipotizzare 
che il possibile effetto di O3 alle concentrazioni ambientali dipenda prettamente dalla specie 
considerata (Scheidegger & Schroeter, 1995; Calatayud et al., 2000). Un ulteriore fattore 
determinante la sensibilità di questi organismi agli inquinanti aerodiffusi – strettamente 
connesso alla specie-specificità – è il clima, che, analogamente alle piante superiori (Larcher, 
2003), può accentuare o ridurre i possibili effetti nocivi. Come ribadito da Calatayud et al. 
(1996) e in un nostro precedente lavoro (Tretiach et al., 2007a), lavori mirati ad osservare gli 
effetti degli inquinanti sulla fisiologia dei licheni devono considerare possibili variazioni 
indotte da variabili “naturali” (p. es. stagionalità, disidratazione, ecc.), spesso tuttavia 
trascurate (Egger et al., 1994). I risultati ottenuti in questo lavoro hanno evidenziato come le 
condizioni climatiche possano modulare la risposta fisiologica dei licheni in presenza di 
specifici inquinanti. Inequivocabilmente, le diverse metodologie utilizzate hanno rivelato che 
i licheni che hanno risentito maggiormente delle condizioni di esposizione sono quelli 
trapiantati nel sito urbano e lasciati alle condizioni ambientali urbane (gruppo B), 
particolarmente aride nel periodo di indagine (Stravisi, 2007). La considerevole condizione di 
stress rivelata congiuntamente dalla fluorimetria, dalla conduttività e dal contenuto di GSH in 
questo gruppo di campioni è riconducibile innanzitutto ad un effetto della pronunciata 
secchezza del sito urbano (Shirazi et al., 1996; Kranner, 2002; Hájek et al., 2006). Questa 
considerazione è supportata dai dati relativi ai gruppi C e D (bagnati quotidianamente), i quali 
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sono stati esposti alle stesse concentrazioni di inquinanti dei campioni B, senza però mostrare 
la marcata diminuzione di vitalità osservata in quest’ultimo gruppo. Le variazioni 
significative, osservate dal confronto tra il gruppo di controllo e il gruppo B, collimano con 
quanto riportato in letteratura riguardo i possibili effetti sullo stress da aridità sui licheni. È 
ben noto infatti che lo stress osmotico indotto dalla scarsità di umidità ambientale possa 
causare diminuzioni a carico del parametro fluorimetrico Fv/Fm (Jensen et al., 1999; Hájek et 
al., 2006), un aumento di conduttività (Shirazi et al., 1996) e l’ossidazione di GSH a GSSG 
(Kranner, 2002). I dati raccolti, inoltre, non sembrano indicare evidenti effetti indotti dalle 
elevate concentrazioni di O3 (la soglia indicativa di 120 µg m
-3 calcolata sulla media di 8 ore, 
proposta dalla direttiva 2008/50/CE per la protezione della salute umana, nel sito di P.za della 
Libertà, è stata superata in 6 giorni durante le 5 settimane di esposizione, con massimi orari di 
183 µg m-3). Come ipotizzato da Calatayud et. al. (2000), sembra che anche Flavoparmelia 
caperata, analogamente ad altre specie licheniche, possegga meccanismi fisiologici adeguati 
per fronteggiare lo stress ossidativo indotto dalle elevate concentrazioni di O3. Questa 
supposizione è avvalorata anche dalle misurazioni effettuate sul gruppo di controllo, che è 
stato raccolto ed esposto a concentrazioni medie giornaliere ancora maggiori di quelle 
misurate nel sito cittadino (rispettivamente, ca. 90 µg m-3 nel sito di controllo e ca. 70 µg m-3 
nel sito urbano), senza evidenziare alcun calo fisiologico paragonabile a quelli osservati nel 
gruppo B. Il confronto delle umidità medie orarie misurate nei due siti espositivi (Par. 7.3.3) 
mostra la spiccata aridità dell’area urbana: verosimilmente, la maggiore umidità del sito di 
controllo ha assicurato ai licheni del gruppo A una maggiore attività metabolica e quindi una 
pronta attivazione dei meccanismi di difesa contro il danno ossidativo ipoteticamente indotto 
da O3. Le elevate concentrazioni di questo inquinante misurate nel sito naturale sono inoltre di 
problematica interpretazione. La presenza di O3 nel carso triestino – un dato apparentemente 
inedito – potrebbe essere associata a fenomeni ben distinti. Si può ipotizzare infatti che la 
vegetazione nei pressi di Gropada emetta fisiologicamente notevoli quantità di idrocarburi 
volatili (in risposta, p. es. a meccanismi di difesa da organismi patogeni, stress termico o 
attacco da parte di animali erbivori) che, a loro volta, sequestrano l’NO atmosferico la cui 
presenza garantisce invece la naturale diminuzione di O3. Più probabilmente, masse d’aria 
cariche di O3 potrebbero essere sopraggiunte da una fonte primaria (Lorenzini e Nali, 2005). 
La verifica di quest’ultima ipotesi, potenzialmente di grande interesse, necessiterebbe però un 
monitoraggio a lungo termine, atto a verificare se le maggiori concentrazioni di O3 
corrispondano effettivamente a periodi in cui prevalgono i venti che giungono dalle direzioni 
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in cui ci sono potenziali fonti dei precursori di ozono (per es.: NOX e COV), come la città di 
Trieste o la zona industriale di Zaule (TS). La maggiore idratazione, avvenuta naturalmente 
nel gruppo A e artificialmente in C e D, è stata quindi importantissima per garantire una 
sufficiente attività metabolica e mantenere quindi attivi i meccanismi difensivi contro i 
possibili danni causati dalla presenza di elevate concentrazioni di inquinanti. I dati riguardanti 
le concentrazioni di GSH – un tripeptide con note funzioni antiossidanti (Par. 4.7) – 
supportano parzialmente questa ipotesi, in quanto, mentre nel gruppo B il declino di GSH si 
suppone sia stato indotto dalla spiccata disidratazione (Kranner, 2002), il contenuto 
tendenzialmente maggiore di GSH in C e in D potrebbe riflettere l’attivazione di efficienti 
meccanismi difensivi, in buon accordo con quanto osservato da Silberstein et al. (1996). I dati 
fluorimetrici mostrano però che anche i gruppi C e D hanno risentito negativamente delle 
condizioni di trapianto, in quanto, dal confronto con il controllo, i valori di NPQ sono 
significativamente diminuiti. Tale decremento è probabilmente da imputarsi alla presenza di 
NOX, come già ipotizzato precedentemente (Tretiach et al., 2007a). La sperimentazione 
condotta nel 2007 utilizzò, analogamente, trapianti di F. caperata; i campioni però furono 
esposti a condizioni ambientali più umide (129÷471 mm di pioggia in 90 giorni) rispetto a 
quelle riscontrate in questa sede (35÷41.4 mm in 35 giorni) e, inoltre, furono registrate 
maggiori concentrazioni di NOX (media per il periodo di ca. 110 µg m
-3) di quelle presenti in 
P.za della Libertà (70 µg m-3). Non è stato possibile verificare se anche nel gruppo B c’è una 
effettiva diminuzione della capacità di dissipazione dell’energia sottoforma di calore rispetto 
al controllo (non-photochemical quenching), in quanto NPQ non è confrontabile se i campioni 
differiscono per Fv/Fm (Maxwell & Johnson, 2000; Baruffo et al., 2008). Durante la fase di 
pianificazione dell’esperimento, erano stati analizzati i dati dell’estate 2006 relativi alle 
concentrazioni di NOX e O3 di P.za della Libertà per identificarne i picchi massimi giornalieri. 
In base a queste osservazioni, si era deciso di bagnare i campioni C alle ore 7.30 (in 
corrispondenza del picco di NOX) e i campioni D alle ore 13.30 (in corrispondenza del picco 
di O3). Durante il periodo indagato però, mentre il picco mattutino degli NOX si è 
effettivamente verificato alle 8.00 (media sul periodo di 141.2 µg m-3), l’O3 ha raggiunto il 
suo massimo giornaliero alle 11 (96 µg m-3), con un anticipo di tre ore rispetto al previsto. 
Questa variazione ha determinato che i campioni C e D fossero metabolicamente attivi in 
presenza di una concentrazione ambientale di O3 molto simile (ca. 85 µg m
-3), mentre la 
concentrazione di NOX è stata di ca. 130-140 µg m
-3 (mattina) e ca. 75-78 µg m-3 
(pomeriggio). Tuttavia, il differente trattamento effettuato non sembra aver modulato la 
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risposta fisiologica dei campioni C e D; alcune, ma comunque rilevanti, differenze sono state 
rilevate dall’analisi del contenuto degli elementi in traccia. La bagnatura ha infatti aumentato 
le capacità di accumulo dei campioni esposti (Pisani et al., 2007), e questo fenomeno si nota 
chiaramente esaminando i dati del gruppo C, idratato durante le ore di traffico più intenso. 
Alcuni degli elementi maggiormente accumulati provengono chiaramente della 
componentistica elettrica delle automobili (p. es. Sb, Ba, Cr), ma, a queste concentrazioni, 
non sembrano aver causato danni a livello fisiologico sul materiale in questione, confermando 
quanto affermato da altri autori (van Dobben et al., 2001). Variazioni significative sono state 
osservate inoltre a carico di Mg, diminuito in A rispetto ai campioni pre- esposizione e 
aumentato nei campioni esposti nel sito urbano. Il magnesio ricopre diverse funzioni nel 
metabolismo dei vegetali (p. es. nella fotosintesi o nel trasferimento di gruppi fosfato); le 
differenze osservate possono essere state causate dal differente rilascio di questo elemento dai 
tessuti degli alberi di esposizione, dall’inquinamento urbano (leghe contenenti Mg sono 
spesso usate per la produzione di cerchioni per le ruote delle auto) oppure può essere migrato 
dalle parti più vecchie del tallo verso i lobi, dove è stato maggiormente concentrato, come 
ipotizzato da Hyvärinen & Crittenden (1996). Quest’ultimo fenomeno, causato 
potenzialmente dall’acidificazione dell’acqua di idratazione da parte degli NOX (Wellburn, 
1990) necessita però ulteriori approfondimenti. 
I risultati hanno permesso inoltre di identificare quali dei parametri fisiologici utilizzati 
fossero più sensibili nel rilevare le variazioni indotte sul metabolismo dei campioni. La 
fluorimetria, in particolare, si è confermata essere una metodologia sensibile, di veloce 
applicazione e capace di discriminare gli effetti indotti da diversi agenti stressogeni (stress 
idrico, NOX). I dati confermano quanto ipotizzato da Calatayud et al. (1996), ovvero che 
l’effetto tossico della presenza di inquinanti aerodiffusi si manifesta dapprima con una 
diminuzione in NPQ, mentre una diminuzione di Fv/Fm è osservabile solamente se lo stress è 
più acuto o prolungato nel tempo. Le misure di scambi gassosi, il contenuto di pigmenti e di 
MDA non si sono rivelate tra i metodi più sensibili nel rilevare gli effetti indotti dal trapianto, 
contrariamente a quanto ribadito da molti autori (p. es. González & Pignata, 1997; Garty et 
al., 2001; Boonpragob, 2002). I ratei di assimilazione di CO2 forniscono un’informazione 
sulla vitalità dell’organismo in toto e sono il risultato di più processi biofisici e biochimici. 
Probabilmente, questa metodologia non ha fornito informazioni significative in quanto le 
misure sono state condotte ad intensità luminose saturanti. Se le stesse fossero state condotte 
ad una PPFD<PPFDIk – ovvero entro il range in cui il processo fotosintetico è limitato dalla 
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luce (Par. 4.1) – sulla base delle indicazioni fornite dalla fluorimetria, si sarebbe osservata 
quantomeno una diminuzione di Pg nel gruppo B. In questo gruppo, infatti, la diminuzione 
dell’efficienza del PSII (< Fv/Fm) avrebbe conseguentemente indotto una minore efficienza 
anche nell’assimilazione di CO2 a basse intensità luminose, quando cioè l’assimilazione è 
linearmente correlata al rateo di trasporto degli elettroni (Par. 7.1.3). Analogamente alle 
misure di scambi gassosi, non sono state osservate variazioni significative nemmeno nel 
contenuto di pigmenti fotosinteticamente attivi. Pgmax e Chl a sono infatti due parametri 
correlati linearmente (Par. 7.1.3; Tretiach & Carpanelli, 1992; Palmqvist, 2000) e, in buon 
accordo, entrambi non si sono rilevati sensibili all’esposizione.  
Uno degli effetti dei gas foto-ossidanti sulle cellule vegetali è l’ossidazione delle membrane 
cellulari (Larcher, 2003). In questo studio, però, non sono state rilevate variazioni 
significative nel contenuto di MDA, notoriamente connesso con il grado di perossidazione dei 
lipidi di membrana (Davey et al., 2005). Si può ipotizzare quindi che, in questi organismi, tali 
severe modificazioni cellulari intervengano solamente nel caso in cui l’esposizione ai foto-
ossidanti sia più prolungata, p. es. dopo 3 mesi (González & Pignata, 1997).  
Una ulteriore metodologia comunemente utilizzata per valutare l’integrità delle membrane è 
basata sulle misure di conduttività dell’acqua di lavaggio (Par. 4.5). Contrariamente alle 
misure di MDA, il valore di conduttività elettrolitica lichenica più elevato è stato 
effettivamente osservato nei campioni B (in accordo con la fluorimetria e il contenuto di 
GSH) e aumenti, se pur non significativi, rispetto al controllo sono stati osservati nei lavaggi 
di 60 min. dei campioni C e D. È importante considerare però che, anche se molti lavori 
affermano che la conduttività sia determinata prevalentemente dalla rilascio di K+ dalle 
membrane cellulari (p.es. Garty et al., 1993; Marques et al., 2005), sarebbe opportuno 
valutare se nell’acqua di lavaggio si sono solubilizzati anche altri ioni presenti all’esterno del 
tallo (p. es. carbonati), accumulatisi in modi differenti durante l’esposizione. Da decenni, il 
deserto lichenico e/o la scarsa biodiversità lichenica nei centri urbani è stata associata agli 
inquinanti aerodiffusi fitotossici (Hawksworth & Rose, 1970; Nimis et al., 1990; Davies et al., 
2007; Giordani, 2007). Questo lavoro rivela l’importanza di un ulteriore fattore presente 
nell’ambiente urbano: la spiccata aridità. L’ipotesi che l’assenza di licheni in aree fortemente 
antropizzate – particolarmente nelle città, definite heat islands (Oke, 1995) – fosse 
determinata dal microclima particolarmente secco era stata formulata già negli anni ‘50 da 
ricercatori dell’Europa orientale (the drought hypothesis: Rydzak, 1969), ripresa da Nimis 
(1985a) proprio commentando i risultati di uno studio sulla biodiversità lichenologica di 
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Trieste, e parzialmente ribadita da più recenti lavori (Giordani, 2007). Durante questi decenni, 
in contrasto con tale visione, sono state proposte altre ipotesi che hanno progressivamente 
dato sempre più importanza alla presenza di inquinanti aerodiffusi (Hawksworth & Rose, 
1970). Nonostante alcuni autori abbiano ammesso la possibile interazione dei due fattori sulla 
scomparsa delle specie licheniche nei centri cittadini (Nimis, 1985a), la convinzione che il 
cosiddetto lichen desert sia determinato dalla presenza di inquinanti è decisamente prevalsa 
sulla drought hypothesis, grazie anche ai numerosi studi di campo e di laboratorio che hanno 
dimostrato la tossicità di diversi inquinanti, in primis l’anidride solforosa (per es.: 
Hawksworth & Rose, 1970; Nash III, 1973; Nimis et al., 1990; Deltoro et al., 1999). A partire 
dagli anni ’90, interventi mirati sulle attività produttive hanno effettivamente migliorato la 
qualità dell’aria, con una conseguente, drastica, diminuzione di SO2 (EEA, 2006), le cui 
attuali concentrazioni ambientali (p. es. a Trieste di ca. 10 µg m-3) sono generalmente da 
considerarsi tollerabili da parte di un buon numero di licheni (Fields, 1988). Ciononostante, 
anche se c’è un generale ripopolamento di molte specie licheniche, il deserto degli ambienti 
urbani continua ad essere piuttosto diffuso, e la re-colonizzazione avviene prevalentemente 
per opera di specie xerofile (p. es. Hawksworth, 2002; Loppi et al., 2002; Miani et al., 2003). 
Qual è il causa determinante la sensibilità dei licheni all’ambiente urbano? I dati riportati in 
questo lavoro conducono inequivocabilmente alla conclusione che il fattore critico per 
Flavoparmelia caperata sia stato, innanzitutto, la disponibilità di acqua. Una volta idratato, 
questo lichene ha potuto svolgere le proprie funzioni metaboliche, facendo fronte agli stress 
ossidativi determinati dagli inquinanti, come indicato dall’incremento – anche se non 
statisticamente significativo – del contenuto di GSH  (Silberstein et al., 1996). La presenza di 
NOX ha indotto nei campioni idratati una diminuzione di NPQ. Tale effetto potrebbe essere 
indotto dalla formazione di HNO2 e HNO3 nell’apoplasto con una conseguente acidificazione 
del citoplasma e una diminuzione conseguente del gradiente trans-tilacoidale, al quale NPQ è 
notoriamente correlato (Kramer et al., 2004b; Tretiach et al., 2007a). I risultati ottenuti 
riaprono quindi parzialmente la discussione sulla drought hypothesis e sul ruolo di NOX quali 
agenti stressogeni nei licheni. La verifica di tali considerazioni verrà quindi presentata nel 
lavoro successivo in cui si testerà, attraverso metodologie fisiologiche, l’ipotesi secondo la 
quale la tolleranza all’inquinamento foto-ossidativo dipende dal grado di xerofila della specie, 
in quanto i licheni capaci di sopportare lo stress idrico tollerano maggiormente l’aridità 
urbana e sono verosimilmente dotati di meccanismi anti-ossidanti più efficaci. 
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7.4 Effetti degli NOX e del microclima urbano su tre specie licheniche a diversa ecologia 
 
Obiettivo: indagare con tecniche fisiologiche se specie licheniche con differente ecologia 
possano rispondere in maniera differenziale alla presenza di inquinanti 
aerodiffusi 
 
Riassunto 
Questo lavoro dimostra, attraverso misure fluorimetriche, che la sensibilità dei licheni alle 
concentrazioni ambientali di NOX è specie-specifica. Talli di Xanthoria parietina (L.) Th.Fr., 
Flavoparmelia caperata (L.) Hale e Parmotrema perlatum (Huds.) M. Choisy sono stati 
campionati nell’agosto 2008 nei pressi di un bosco deciduo del Carso triestino. Seguendo un 
protocollo già utilizzato in passato, i talli sono stati divisi in 3 (o multipli) porzioni, esposte 
nel sito di campionamento (controllo, A), nel centro della città di Trieste (B) e in una piazza 
molto trafficata di Udine (C). I siti di esposizione B e C sono stati scelti in quanto sono delle 
aree urbane con elevate concentrazioni di NOX. Questi siti sono inoltre climaticamente 
differenziati, in quanto Trieste è una città più calda e secca di Udine. Sono state effettuate 
misure fluorimetriche e di conduttività elettrolitica lichenica prima dell’esposizione e dopo 45 
e 90 giorni di esposizione (agosto – dicembre 2008). Durante il periodo di studio, in B sono 
state rilevate le concentrazioni più elevate di SO2 (18±12 µg m
-3) e di O3 (34±21 µg m
-3), 
mentre in C di NOX (148±111 µg m
-3). I dati meteorologici confermano le differenze 
climatiche ipotizzate tra B e C. La specie che ha tollerato maggiormente le condizioni di 
trapianto è stata X. parietina, mentre F. caperata e P. perlatum si sono rivelate più sensibili 
alle condizioni di trapianto. Le misure di conduttività elettrolitica lichenica sono di 
problematica interpretazione. NPQ si conferma essere il parametro fluorimetrico più sensibile 
agli NOX, in quanto diminuzioni sono state osservate in tutte le specie, specialmente in F. 
caperata. Diminuzioni in Fv/Fm sono state osservate in P. perlatum in B al termine 
dell’esposizione, probabilmente a causa di un effetto sinergico tra l’insufficiente idratazione 
dei talli e le concentrazioni di NOX. I risultati confermano che la sensibilità di questi 
organismi all’ambiente urbano è determinata dalla loro ecologia, particolarmente dalla loro 
capacità di tollerare l’aridità. 
 
Parole-chiave: drought hypothesis, NOX, fluorescenza della clorofilla a 
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7.4.1 Introduzione 
Da decenni, i licheni sono utilizzati come biomonitor ambientali (p. es. Nimis et al., 2002) e, 
recentemente, molti ricercatori sono interessati a comprendere se la biodiversità lichenica sia 
ancor oggi un buon metodo per valutare la qualità dell’aria (p. es. Giordani et al., 2007; 2008; 
Cristofolini et al., 2008). Il calo della SO2 ambientale (Par. 2), ha permesso la re-
colonizzazione in molte aree antropizzate (p. es. Hawksworth, 2002; Loppi et al., 2002) ma, 
tuttavia, una certa diminuzione della ricchezza floristica è ancora rilevabile nei pressi delle 
aree urbane ed industriali (Davies et al., 2007; Giordani, 2007; Isocrono et al., 2007). Con il 
mancare del principale fattore limitante – la SO2 – è più difficile interpretare, a fini del 
biomonitoraggio, i dati di diversità lichenica, in particolare in aree con elevata variabilità 
climatica (Pinho et al., 2004; Giordani, 2007). Attualmente, infatti, la disponibilità di acqua e 
le concentrazioni di NOX – oltre che alla residua SO2  – sembrano essere le variabili 
ambientali che determinano maggiormente la presenza dei licheni in ambiente urbano (Loppi 
et al., 1997; Davies et al., 2007; Giordani, 2007). I risultati ottenuti durante la 
sperimentazione condotta nell’estate del 2007 hanno effettivamente evidenziato come, in 
ambiente urbano, la mancanza di idratazione e gli NOX
 possano limitare la fisiologia del 
lichene Flavoparmelia caperata (Par. 7.3). Le città sono caratterizzate notoriamente da un 
microclima più secco, per questo definite heat islands (isole di calore) (Oke, 1995) e, 
conseguentemente, potrebbe essere proprio la tolleranza alla scarsa disponibilità di acqua 
(precipitazioni, umidità) a limitare la presenza dei licheni in queste aree. Gli organismi 
peciloidrici, per sopravvivere in condizioni di spiccata aridità, devono proteggere l’integrità 
cellulare e riparare prontamente i danni indotti non solo dalla perdita di acqua, ma dalla re-
introduzione della stessa all’interno delle cellule (Bewley, 1979; Kranner, 2002). Accanto alla 
precedente sperimentazione, i risultati riportati da alcuni lavori (Silberstein et al., 1996; 
Kranner, 2002) portano ad ipotizzare che la sopravvivenza in ambiente urbano sia determinata 
dal notevole pool di sistemi anti-ossidanti che alcune specie licheniche possono naturalmente 
possedere (p.es. GSH, SOD). Questi meccanismi permetterebbero non solo di sopravvivere in 
stato de-idratato, ma potrebbero fungere da sistema difensivo contro l’azione ossidativa di 
inquinanti aerodiffusi come NOX, considerati tossici per la simbiosi lichenica (van Dobben et 
al., 2001; Davies et al., 2007; Isocrono et al., 2007). I meccanismi di azione di questi 
inquinanti aerodiffusi sono tuttavia piuttosto sconosciuti anche se è ipotizzabile che essi 
interferiscano sia nei processi fisiologici coinvolti nel metabolismo dell’azoto, essendo gli 
NOX una fonte di eutrofizzazione (Derwent & Grennfelt, 1996), sia acidificando il lumen 
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cellulare (Wellburn, 1990; Tretiach et al., 2007a). L’obiettivo di questa sperimentazione è 
stato osservare, attraverso metodi fisiologici, se la differente ecologia delle specie possa 
modulare la risposta all’inquinamento – e al microclima – urbano. Per raggiungere questo 
scopo sono stati utilizzate tre specie licheniche epifite, caratterizzate dallo stesso habitus 
(folioso), da un fotobionte congenerico (Trebouxia), ma differenti esigenze ecologiche. I 
campioni, raccolti nei pressi della stessa area boschiva, sono stati quindi esposti nei centri di 
Udine e Trieste, due siti caratterizzati da elevate concentrazioni di inquinanti aerodiffusi ma 
anche da differenti condizioni climatiche (Par. 3). Il meticoloso piano sperimentale ha 
permesso quindi di rilevare la risposta differenziale di queste tre specie-target agli effetti 
sinergici e/o antagonisti tra il microclima e gli NOX, avanzando quindi ipotesi sui possibili 
meccanismi fisiologici innescati dall’ambiente di esposizione. 
 
7.4.2 Materiali e Metodi 
La sperimentazione di questo studio è stata condotta utilizzando tre specie di licheni foliosi 
epifiti: Xanthoria parietina (L.) Th.Fr., Flavoparmelia caperata (L.) Hale e Parmotrema 
perlatum (Huds.) M. Choisy (Fig. 7.4.2.1). Queste specie sono state scelte come specie-target 
non solo per la loro facile reperibilità, ma anche perché hanno lo stesso habitus, un’alga 
simbionte dello stesso genere (Trebouxia) (Hildreth & Ahmadjian, 1981; Ahmadjian, 1993; 
Gasulla & Barreno, com. pers.) e la loro ecologia e ed ecofisiologia sono ben conosciute 
grazie a precedenti lavori (p. es. Hill & Woolhouse, 1966; Coassini-Lokar et al., 1987; 
Baruffo et al., 2008; Nimis & Martellos, 2008) e alla sperimentazione condotta (Par. 7.1). 
 
 
Figura 7.4.2.1. Le specie studiate. Flavoparmelia caperata (a), Xanthoria parietina (b) e Parmotrema perlatum 
(c) 
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Sulla base di molti lavori, sia di carattere floristico (p.es. Nimis et al., 1990; Loppi & Frati, 
2006; Davies et al., 2007) che fisiologico (Fields, 1988; Silberstein et al., 1996; Tretiach et 
al., 2007a), si può inoltre affermare che queste specie differiscano anche nella capacità di 
tollerare l’inquinamento urbano (X. parietina: più tollerante; P. perlatum: più sensibile). 
Il materiale necessario alla sperimentazione è stato raccolto nell’arco di due settimane (fine 
luglio – inizio agosto 2008) in due siti del Carso triestino (Devincina e Gropada, TS, Par. 3), 
simili tra loro per copertura e comunità vegetali. Successivamente alla pulitura, sono stati 
selezionati i migliori talli che sono stati divisi in 3 (o multipli) spicchi, analogamente a Par. 
7.1.2, 7.2.2, 7.3.2. Le porzioni dello stesso tallo sono stati quindi esposte in siti differenti. 
Effettuate le misure fluorimetriche pre- esposizione, i campioni sono stati inseriti all’interno 
di reticoli (campioni per le misure fluorimetriche) o all’interno di bag (campioni per le misure 
di conduttività). I reticoli sono stati costruiti utilizzando un rettangolo (23 x 17 cm) di rete di 
plastica con maglie di 0.5 cm a cui sono stati fissati ulteriori fili di nylon per fornire un 
ulteriore supporto ai talli. Questo metodo di esposizione ha permesso di fissare saldamente i 
licheni ai tronchi senza interferire con il naturale apporto di luce ed acqua. Sono stati allestiti 
un totale di 9 reticoli, 3 per ogni sito di esposizione (Fig. 7.4.1.2a). I campioni per le misure di 
conduttività sono stati esposti all’interno di bag di nylon a maglie regolari; queste sono state 
chiuse con filo di ferro plasticato e legate a reticoli (23 x 17 cm) di plastica con maglie di 0,5 
cm. Sono state fissate 6 (un reticolo per specie, sito A) o 9 (alternando due specie per reticolo, 
sito B, C) bag per reticolo (Fig. 7.4.1.2b). I reticoli sono stati fissati al tronco degli alberi con 
fascette in PVC in modo tale da non danneggiare la corteccia degli alberi. 
 
 
Figura 7.4.2.2. Metodologia utilizzata per l’esposizione dei campioni per le misure fluorimetriche (a) e di 
conduttività (b). 
 
L’esposizione ed il ritiro dei campioni sono avvenuti nelle date riportate in Tab. 7.4.1.1. 
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Tabella 7.4.2.1. Date di ritiro e di esposizione dei campioni lichenici trapiantati 
     
Gruppo di campioni Esposizione 1° ritiro 2a esposizione 2° ritiro 
     
     
Fluorimetria 29/08/2008 13/10/2008 17/10/2008 01/12/2008 
     
Conduttività (1° gruppo) 29/08/2008 17/10/2008 - - 
     
Conduttività (2° gruppo) 29/08/2008 - - 09/12/2008 
     
     
 
Il materiale è stato esposto in tre siti, uno di controllo (Sito A, Devincina) e due urbani (Sito 
B, Trieste; Sito C, Udine) decritti nel Par. 3. Durante il periodo di studio (29 agosto – 9 
dicembre 2008) sono state misurate le concentrazioni dei principali inquinanti gassosi 
aerodiffusi e i principali parametri meteorologici dalle centraline ARPA presenti in B e C e 
dalle centraline OSMER presenti nei pressi dei siti di esposizione (Par. 3). I dati orari degli 
andamenti climatici e della concentrazioni degli inquinanti sono stati misurati, e 
successivamente riportati, seguendo l’ora solare. 
  
Fluorimetria 
Prima dell’esposizione, dopo 45 giorni e al termine dell’esposizione sono state indotte delle 
curve di fluorescenza (n=10 per ogni campione sperimentale) secondo le modalità descritte in 
Par. 4.2. Le Kautsky curve sono state ottenute illuminando i campioni per ca. 10 minuti alle 
intensità luminose di 130, 120, 110 µmol photons m-2 s-1 rispettivamente in Xanthoria 
parietina, Flavoparmelia caperata e Parmotrema perlatum. Tali intensità corrispondono alle 
specifiche PPFDIk ricavate nel Par. 7.1.3. 
 
Conduttività elettrolitica lichenica 
Le misure sono state condotte su materiale non esposto e su materiale esposto per 49 e 103 
giorni (n=6 per ogni campione sperimentale) (Tab. 7.4.1.1). Il procedimento utilizzato è stato 
descritto nel Par. 4.5 
 
7.4.3 Risultati 
Dati meteorologici. I parametri climatici misurati mostrano che le condizioni ambientali di 
esposizione sono state ben distinte. Il sito urbano di Udine (C, piazzale Osoppo) è stato infatti 
decisamente più umido e freddo rispetto al sito di Trieste (B, piazza della Libertà). I dati 
relativi all’area di Devincina (A, controllo) descrivono una situazione climatica intermedia. Il 
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primo periodo di indagine (29 agosto – 17 ottobre 2008) è stato, ovviamente, decisamente più 
caldo e secco rispetto al secondo periodo (18 ottobre 2008 – 9 dicembre 2008) (Tab. 7.4.3.1). 
In Fig. 7.4.3.1 sono riportati gli andamenti orari (sul tutto periodo di indagine) di umidità e 
temperatura relativi ai tre siti espositivi. L’andamento dell’umidità durante la giornata, 
caratterizzato da una notevole diminuzione durante le ore più calde, è stato pressoché lo stesso 
nelle tre aree di studio; i valori di umidità confermano la maggiore disponibilità idrica del sito 
C, dove le precipitazioni sono state anche più abbondanti (Tab. 7.4.3.1). L’andamento delle 
temperature è tendenzialmente inversamente proporzionale all’andamento dell’umidità 
giornaliera, anche se in questo caso nei siti A e C c’è una buona corrispondenza sia 
nell’andamento che nei valori medi osservati. Il sito B è stato decisamente più caldo di A e C, 
caratterizzato inoltre da un minore sbalzo termico tra giorno e notte. Le variazioni descritte 
sono state indotte soprattutto dal differente ammontare di precipitazioni, dai venti (soprattutto 
in A e in B, spiranti da NNE) e dalle condizioni morfologiche del sito (p. es. vicinanza dal 
mare, presenza di edifici) in quanto l’intensità della radiazione solare è stata piuttosto costante 
nei tre siti (rispettivamente con una irradianza giornaliera calcolata come media sull’intero 
periodo di 920, 902, 904 MJ m-2 day-1 in A, B, C). 
 
Tabella 7.4.3.1. Precipitazioni totali e medie e deviazioni standard di temperatura e umidità calcolate sul primo 
periodo di indagine (in corsivo) e su tutto il periodo. A, controllo; B, Trieste, C, Udine.  
     
  prec. (mm) °C %RH 
     
     
29/08/08-17/10/08 56.3 16.9 ± 5.0 62 ± 18 
A 29/08/08-09/12/08 391.0 13.2 ± 6.1 69 ± 21 
     
29/08/08-17/10/08 24.4 19.2 ± 4.4 53 ± 12 
B 29/08/08-09/12/08 254.6 15.7 ± 5.5 59 ± 14 
     
29/08/08-17/10/08 109.2 17.0 ± 5.7 77 ± 20 
C 29/08/08-09/12/08 515.1 13.0 ± 7.1 81 ± 21 
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Figura 7.4.3.1. Andamenti di umidità (a) e temperatura (b) giornalieri (medie su tutto il periodo) nel sito di 
controllo (linea continua), Trieste (linea a punti) e Udine (linea tratteggiata). 
 
Concentrazioni degli inquinanti 
In Tab. 7.4.3.2 e in Fig. 7.4.3.2 sono riportate le concentrazioni di NOX, SO2 e O3 misurate 
nei siti urbani di esposizione durante il primo e l’intero periodo di studio. In Fig. 7.4.3.3 è 
riportato l’andamento giornaliero di NOX negli stessi siti. 
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Tabella 7.4.3.2 Concentrazioni (µg m-3) di NOX, SO2 e O3 nei siti urbani durante il primo periodo di esposizione. 
Dati ARPA FVG. 
          
  NOX SO2 O3 
        
     
media ± ds 55 ± 41 14 ± 9 44 ± 20 
    
mediana 50 11 45 
25° perc 21 7 29 
B
, T
R
IE
ST
E
 
(2
9/
08
/0
8 
- 
17
/1
0/
08
) 
75° perc 79 17 57 
 
        
     
media ± ds 104 ± 71 1 ± 1 38 ± 26 
    
mediana 92 1 33 
25° perc 49 0 18 C
, U
D
IN
E
  
(2
9/
08
/0
8 
- 
17
/1
0/
08
) 
75° perc 140 1 55 
          
 
Le concentrazioni di NOX sono state decisamente elevate, particolarmente nel sito udinese, 
mentre le concentrazioni di SO2 e O3 sono state più contenute (Fig. 7.4.3.2). Le 
concentrazioni di SO2 e O3 non hanno infatti mai superato le soglie di allarme definite dalla 
direttiva 2008/50/CE (rispettivamente 350 e 180 µg m-3). La concentrazione di SO2, sebbene 
sia stata decisamente più elevata nel sito triestino, è stata comunque entro il livello critico 
stabilito non solo per la salute umana (media giornaliera di 125 µg m-3) ma anche per la 
protezione della vegetazione (20 µg m-3). L’ozono, che durante la sperimentazione del 2007 
aveva raggiunto notevoli concentrazioni, non ha mai superato il valore obiettivo di 120 µg m-3 
(media su otto ore). Le concentrazioni di NOX sono state ben più elevate del livello critico per 
la protezione della vegetazione (30 µg m-3). È inoltre interessante osservare che le 
concentrazioni di NO2 a Trieste (59±46 µg m
-3) sono state superiori a quelle di Udine (22±12 
µg m-3). Contrariamente al sito udinese, le concentrazioni di NO2 osservate a Trieste sono 
state più elevate dei valori limite stabiliti per la salute umana, in quanto la media sul periodo è 
stata superiore a 40 µg m-3 e per ben 18 volte è stata superata la concentrazione oraria di 200 
µg m-3 (fino ad un massimo di 311 µg m-3). 
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Figura 7.4.3.2 Concentrazione dei principali inquinanti aerodiffusi nei siti espositivi di Trieste e Udine durante 
tutto il periodo di studio (29/08/08-09/12/08). Linee dei boxplot: 5°-95° percentile. L’istogramma è delimitato 
dai valori di 25° e 75° percentile ed è diviso dal valore di mediana. 
 
 
Figura 7.4.3.3. Andamento giornaliero degli NOX misurati nel sito di P.za della Libertà, TS (●) e in P.le Osoppo, 
UD (○). Valori medi orari calcolati sull’intero periodo di studio (29/08/08-09/12/08). 
 
Conseguentemente, il rapporto NO2/NOX è stato di 0.60 nel sito di Piazza Libertà (TS) e 0.15 
nel sito di Piazzale Osoppo (UD), il secondo associabile ad un traffico prevalentemente 
stradale e il primo ad un più generale inquinamento urbano (Davies et al., 2007). 
Concentrazioni particolarmente levate di NO2 nel sito triestino sono state osservate nel 
periodo 27/10-13/11 (104±54 µg m-3). Questo periodo è stato caratterizzato da frequenti 
eventi piovosi e da un abbassamento della temperatura (191.1 mm; 15.6 °C) rispetto ai 18 
giorni precedenti (6.4 mm; 17 °C. NO2: 44±26 µg m-3), che probabilmente ha indotto i 
cittadini triestini ad utilizzare maggiormente i veicoli e a riscaldare le proprie abitazioni, come 
dimostrato anche dal, seppur modesto, aumento di SO2 (da 15±9 a 18±11 µg m
-3). Le elevate 
concentrazioni di NOX osservate quotidianamente alle 8-9 e alle 18-19 sono infatti tipiche del 
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traffico cittadino che si intensifica durante le ore di apertura e chiusura delle attività 
lavorative. 
 
Misure fluorimetriche 
I principali valori fluorimetrici e i parametri calcolati sono riportati in Tab. 7.4.3.3 (confronto 
tra le misure pre-esposizione e quelle effettuate sui campioni esposti nel sito di controllo) 
nelle  Tabb. 7.4.3.4 e 7.4.3.5 (misure effettuate sui campioni esposti nel sito B e C a 45 giorni 
e al termine dell’esposizione). 
 
Tabella 7.4.3.3. Media e deviazione standard dei principali parametri fluorimetrici. T0, valori pre-esposizione; 
T1, e T2 valori a 45 giorni e al termine della sperimentazione calcolati sul gruppo A. Variazioni significative 
rispetto alle misure pre-esposizione sono state sottolineate una volta (p<0.05), due volte (p<0.01) ed evidenziate 
in grassetto (p<0.001) (Test U di Mann-Whitney). #, valore di NPQ non confrontabile per la significativa 
variazione osservata in Fv/Fm. 
                  
   F0 Fm Fs Fv/Fm rETR NPQ 
                  
         
T0  222 ± 40 724 ± 93 285 ± 66 0.693 ± 0.036 49.7 ± 8.1 0.607 ± 0.236 
         
T1  210 ± 21 684 ± 115 319 ± 90 0.686 ± 0.060 38.0 ± 9.1 0.600 ± 0.459 
         
X. parietina 
 
 
 T2  177 ± 33 651 ± 169 246 ± 50 0.722 ± 0.031 46.5 ± 6.8 0.711 ± 0.399 
         
         
T0  352 ± 24 1447 ± 92 404 ± 40 0.757 ± 0.012 56.0 ± 5.8 0.935 ± 0.317 
         
T1  381 ± 41 1604 ± 140 424 ± 44 0.762 ± 0.027 52.5 ± 4.5 1.147 ± 0.298 
         
F. caperata 
 
 
 T2  374 ± 63 1632 ± 195 359 ± 49 0.771 ± 0.025 48.0 ± 5.5 1.748 ± 0.387
# 
         
         
T0  411 ± 42 1626 ± 139 510 ± 90 0.747 ± 0.017 47.1 ± 3.6 0.863 ± 0.295 
         
T1  415 ± 45 1696 ± 191 508 ± 85 0.755 ± 0.014 40.8 ± 5.3 1.135 ± 0.372 
         
P. perlatum 
 
 
 T2  400 ± 41 1737 ± 176 547 ± 97 0.769 ± 0.012 39.2 ± 4.1 1.095 ± 0.408
# 
         
                  
 
Preliminarmente, è stata applicata l’ANOVA per ranghi di Friedman ai gruppi di dati 
fluorimetrici pre- esposizione per verificare che le misure effettuate sui diversi gruppi 
espositivi appartenessero alle stesse popolazioni. Questo test ha verificato l’ipotesi, con 
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significanza p>0.05. Le misure pre-esposizione confermano quanto osservato nel Par. 7.1.3 
(Fig. 7.1.3.2), ovvero che le specie più eliofile (in questo caso Xanthoria parietina) emettono 
meno fluorescenza (p. es. F0, Fm) delle specie più sciafile (P. perlatum). 
 
Tabella 7.4.3.4. Media e deviazione standard dei principali parametri fluorimetrici misurati sui campioni esposti 
nei siti B (P.za della Libertà, Trieste) e C (P.le Osoppo, Udine) dopo 45 giorni di esposizione (T1). X. p, 
Xanthoria parietina; F. c., Flavoparmelia caperata; P. p., Parmotrema perlatum. 
                  
   F0 Fm Fs Fv/Fm rETR NPQ 
                  
         
X. p.  190 ± 38 607 ± 194 244 ± 36 0.665 ± 0.094 44.2 ± 16.0 0.557 ± 0.187 
         
F. c.  388 ± 40 1590 ± 152 426 ± 57 0.756 ± 0.011 50.6 ± 4.6 1.182 ± 0.296 
         
B
, T
ri
es
te
 (
T
1)
 
P. p.  439 ± 51 1636 ± 198 498 ± 87 0.730 ± 0.030 41.2 ± 8.5 1.084 ± 0.371 
         
         
X. p.  187 ± 16 655 ± 91 352 ± 92 0.711 ± 0.030 36.6 ± 10.7 0.380 ± 0.276 
         
F. c.  372 ± 32 1561 ± 107 476 ± 76 0.762 ± 0.010 48.2 ± 8.7 0.990 ± 0.327 
         
C
, U
d
in
e 
(T
1)
 
P. p.  408 ± 53 1629 ± 252 513 ± 97 0.746 ± 0.037 44.2 ± 5.7 0.926 ± 0.343 
         
 
Il confronto tra le misure pre-esposizione e le misure effettuate sul gruppo A (Tab. 7.4.3.3) ha 
permesso di evidenziare possibili effetti “stagionali”, ovvero indotti dal cambiamento del 
clima durante il periodo di studio. La specie sulla quale sono state osservate le maggiori 
variazioni stagionali è stata Flavoparmelia caperata. Le misure effettuate al termine del 
periodo espositivo hanno evidenziato un aumento significativo di Fm (+12%), già aumentato 
dopo 45 giorni (+10%), che, conseguentemente, ha indotto un aumento (+2%) di Fv/Fm (+1% 
dopo 45 giorni). rETR è diminuito (-15%), mentre NPQ è notevolmente aumentato (+87%), 
parallelamente ad un abbassamento di Fs (-11%). Fv/Fm misurato in Xanthoria parietina e 
Parmotrema perlatum (esposti in A) è, analogamente, aumentato al termine del periodo di 
studio (rispettivamente +4% e +3%). rETR è diminuito in entrambe queste due ultime specie, 
significativamente in P. perlatum (-17%). L’emissione per sé di X. parietina è 
progressivamente diminuita (-20% in F0 al termine del periodo sperimentale), tale da essere 
difficilmente rilevabile con il setting strumentale usato. L’aumento di sensibilità del mini-
PAM ha permesso la continuazione delle misure; i dati raccolti sono stati successivamente 
moltiplicati per un fattore di correzione calcolato sullo standard Roscolene Surprise Blu filter 
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seguendo le indicazioni proposte da Baruffo & Tretiach (2007). I valori misurati su campioni 
esposti B e C (Tabb. 7.4.3.4, 7.4.3.5) mostrano le variazioni fluorimetriche indotte 
dall’esposizione alle condizioni ambientali urbane. Le differenze tra il gruppo A e i gruppi B 
e C osservate a 45 giorni dall’inizio dell’esposizione (Tab. 7.4.3.4) non sono state 
significative ma hanno mostrato il tendenziale cambiamento di alcuni parametri fluorimetrici 
che si è palesato al termine della sperimentazione. 
 
Tabella 7.4.3.5. Media e deviazione standard dei principali parametri fluorimetrici misurati sui campioni esposti 
nei siti B (P.za della Libertà, Trieste) e C (P.le Osoppo, Udine) al termine dell’esposizione (ca. 3 mesi, T2). X. p, 
Xanthoria parietina; F. c., Flavoparmelia caperata; P. p., Parmotrema perlatum. Variazioni significative 
rispetto al controllo (A) sono state sottolineate una volta (p<0.05), due volte (p<0.01) ed evidenziate in grassetto 
(p<0.001) (Test U di Mann-Whitney). #, valore di NPQ non confrontabile per la significativa variazione 
osservata in Fv/Fm. 
         
   F0 Fm Fs Fv/Fm rETR NPQ 
         
         
X. p.  188 ± 38 701 ± 191 278 ± 41 0.724 ± 0.036 46.7 ± 9.0 0.573 ± 0.247 
        
F. c.  374 ± 28 1656 ± 104 451 ± 55 0.774 ± 0.011 46.3 ± 5.3 1.284 ± 0.341 
        
B
, T
ri
es
te
 (
T
2)
 
P. p.  416 ± 41 1638 ± 140 555 ± 102 0.746 ± 0.016 42.6 ± 4.9 0.862 ± 0.391# 
         
         
X. p.  188 ± 20 701 ± 128 317 ± 79 0.727 ± 0.033 45.1 ± 6.6 0.476 ± 0.254 
        
F. c.  353 ± 38 1555 ± 179 437 ± 80 0.773 ± 0.012 51.5 ± 5.7 1.062 ± 0.303 
        
C
, U
d
in
e 
(T
2)
 
P. p.  404 ± 38 1669 ± 137 557 ± 75 0.757 ± 0.021 45.4 ± 7.2 0.771 ± 0.208 
                  
 
In particolare, l’esposizione in ambiente urbano ha causato una diminuzione a carico di NPQ, 
soprattutto nei campioni esposti a Udine (Fig. 7.4.3.4d,e,f), un aumento di Fs (Tab. 7.4.3.5) e, 
in un solo caso, una diminuzione di Fv/Fm (Fig. 7.4.3.4c). Le differenze osservate sulle misure 
effettuate su X. parietina, sebbene abbiano rilevato tendenzialmente gli effetti sopra descritti, 
non sono state significative. Le misure effettuate sul gruppo B e C di F. caperata hanno 
mostrato un aumento di Fs (Tab. 7.4.3.5, Fig. 7.4.3.5), rispettivamente di +25% e +22%, e una 
diminuzione di NPQ (-36%, -65%). I campioni di P. perlatum esposti in B hanno subito una 
diminuzione significativa del 3% a carico di Fv/Fm, mentre il gruppo C della stessa specie una 
diminuzione del 42% a carico di NPQ. 
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Figura 7.4.3.4. Media e deviazione standard di Fv/Fm (a, b, c) e NPQ (d, e, f) misurati sui campioni al termine 
dell’esposizione. Variazioni significative valutate con il test U di Mann-Whitney sono state contrassegnate con * 
(p<0.05), ** (p<0.01), *** (p<0.001). # valore di NPQ non confrontabile a causa della variazione significativa 
osservata a carico di Fv/Fm. A, controllo; B, campioni esposti in P.za Libertà, Trieste; C, campioni esposti in P.le 
Osoppo, Udine.  
 
 
Figura 7.4.3.5. Curve di emissione di fluorescenza dei campioni di Flavoparmelia caperata di controllo (A, linea 
continua) ed esposti in P.le Osoppo, UD (C, linea tratteggiata) al termine della sperimentazione. 
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Conduttività elettrolitica lichenica 
Le misure effettuate seguendo questa metodologia hanno fornito dei dati di difficile 
interpretazione, riassunti nelle Tab. 7.4.3.6 e 7.4.3.7.  
 
Tabella 7.4.3.6. Medie e deviazioni standard dei valori di conduttività elettrolitica lichenica (µS mL cm-1 g-1) 
misurate immergendo i campioni sperimentali 5 min. in acqua distillata. T0, valori pre-esposizione; T1, valori 
dopo il primo periodo di esposizione; T2, valori al termine della sperimentazione. Variazioni significative del 
gruppo A rispetto ai valori pre-esposizione: °, p<0.05; °°, p<0.01; Variazioni significative di B-C rispetto A: *, 
p<0.05; **, p<0.01 (test U di Mann-Whitney). A, controllo; B, P.za della Libertà, TS; C, P.le Osoppo, UD. 
      
   A B C 
      
      
 T0  1744 ± 292   
X.parietina T1  2080 ± 816 2758 ± 1741 1874 ± 806 
 T2  1187 ± 515° 784 ± 830 2499 ± 2798 
      
 T0  628 ± 71   
F.caperata T1  180 ± 51°° 1084 ± 333** 638 ± 283** 
 T2  162 ± 54°° 636 ± 342** 284 ± 271 
      
 T0  424 ± 58   
P.perlatum T1  560 ± 128 1017 ± 470 1064 ± 789* 
 T2  859 ± 338°° 1260 ± 720 1242 ± 498 
      
      
 
 
La conduttività calcolata sui dati delle soluzioni di lavaggio di 5 min. del gruppo A al termine 
della sperimentazione è diminuita in tutti i gruppi sperimentali (Tab. 7.4.3.6). Incrementi 
significativi rispetto ad A sono stati osservati nel gruppo B di Flavoparmelia caperata e nei 
gruppi C di F. caperata e Parmotrema perlatum al termine del primo periodo di esposizione. 
Le misure condotte sulle soluzioni ottenute dopo 60 min. di lavaggio (Tab. 7.4.3.7), 
generalmente associate al grado di integrità delle membrane cellulari (Par. 4.5), non hanno 
rivelato particolari trend associabili all’effetto dell’inquinamento aerodiffuso. Dopo il primo 
periodo di esposizione, i valori di conduttività dei gruppi di controllo (A) sono aumentati in X. 
parietina e generalmente diminuiti in F. caperata. Le misure condotte sui campioni esposti in 
B e C hanno rivelato una diminuzione della conduttività in X. parietina e un aumento in F. 
caperata. Un aumento significativo di conduttività al termine dell’esposizione è stato 
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osservato solamente nel gruppo B di F. caperata, mentre in X. parietina è stata osservata 
un’ulteriore diminuzione. 
 
Tabella 7.4.3.7. Medie e deviazioni standard dei valori di conduttività elettrolitica lichenica (µS mL cm-1 g-1)  
misurate immergendo i campioni sperimentali 60 min. in acqua distillata. T0, valori pre-esposizione; T1, valori 
dopo il primo periodo di esposizione; T2, valori al termine della sperimentazione. Variazioni significative del 
gruppo A rispetto ai valori pre-esposizione: °°, p<0.01; Variazioni significative di B-C A rispetto A: *, p<0.05; 
**, p<0.01 (test U di Mann-Whitney). A, controllo; B, P.za della Libertà, TS; C, P.le Osoppo, UD. 
            
   A B C 
            
      
 T0  2086 ± 398   
X.parietina T1  4502 ± 727°° 1769 ± 624** 1214 ± 549** 
 T2  2470 ± 1949 1077 ± 805 1984 ± 1457 
      
 T0  804 ± 125   
F.caperata T1  378 ± 77°° 994 ± 311** 622 ± 193* 
 T2  258 ± 35°° 683 ± 310** 482 ± 336 
      
 T0  1231 ± 320   
P.perlatum T1  1217 ± 271 1248 ± 292 1186 ±  437 
 T2  1472 ± 43 1762 ± 596 1570 ± 616 
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7.4.4 Discussione 
La sperimentazione mostra, attraverso misure fisiologiche, che la risposta dei licheni alle 
condizioni ambientali urbane è modulata dalle caratteristiche ecologiche delle specie. In 
particolare, Xanthoria parietina, uno dei licheni foliosi più resistenti all’inquinamento urbano, 
ha tollerato le condizioni di trapianto meglio di Flavoparmelia caperata e Parmotrema 
perlatum, specie notoriamente più sensibili agli inquinanti aerodiffusi (Hawksworth & Rose, 
1970; Seaward, 1997; Davies et al., 2007). Per la prima volta, grazie ad una meticolosa 
pianificazione sperimentale e all’utilizzo della fluorimetria, è stato possibile osservare gli 
effetti degli NOX in tre specie differenti ecologicamente ed esposte alle stesse condizioni di 
trapianto. Fino ad ora, infatti, la sensibilità di queste tre specie è stata solamente rilevata e 
ipotizzata da lavori di carattere floristico (p.es. Loppi & Frati, 2006; Davies et al., 2007; 
Isocrono et al., 2007). Dal nostro studio, confermando quanto affermato precedentemente in 
Par. 7.3.4 e in Tretiach et al. (2007a), si evince chiaramente che gli NOX  agiscono sul 
fotobionte lichenico. Questi inquinanti causano una diminuzione della capacità non-
costitutiva di dissipazione dell’energia sotto forma di calore, come dimostrano gli 
abbassamenti del valori di NPQ. Confermando i risultati di Tretiach et al. (2007a), le 
diminuzioni in NPQ sono state modulate dalla concentrazione e dal tempo di esposizione dei 
licheni. Cali di NPQ, già rilevabili dopo 45 giorni dall’esposizione nel sito C (Udine, Tab. 
7.4.3.4), sono stati osservati in tutte le specie al termine dell’esposizione, in particolar modo 
in F. caperata. Diminuzioni di NPQ più pronunciate sono state rilevate al termine 
dell’esposizione, sopratutto nel sito C, in cui è stata rilevata la maggiore concentrazione di 
NOX (Figg. 7.4.3.2 e 7.4.3.3). Un ulteriore risultato significativo è la diminuzione di Fv/Fm in 
P. perlatum esposto nel sito B. Durante la sperimentazione sono stati monitorati, oltre agli 
NOX, anche O3, NO2, SO2 (Fig. 7.4.3.2) e i principali parametri climatici (Tab. 7.4.3.1). O3 
sembra non aver influito sulla risposta fisiologica in quanto le concentrazioni in B e C è stata 
pressoché la stessa. Come discusso nel Par. 7.3.4, i licheni sembrano tollerare la presenza di 
questo inquinante, anche a concentrazioni più elevate. Il sito B, confrontato con il sito C, è 
stato però caratterizzato da maggiori concentrazioni di NO2, SO2 e da una minore 
disponibilità idrica (minore umidità atmosferica e minori precipitazioni) (Tab. 7.4.3.1). 
Effettivamente, SO2 può causare una diminuzione in Fv/Fm (Deltoro et al., 1999), ma le 
concentrazioni rilevate nel sito B (18±12 µg m-3) non possono essere considerate dannose per 
questa specie, che tollera ca. 35 µg m-3 (Hawksworth & Rose, 1970; Loppi et al., 2002). 
Escludendo un possibile effetto di SO2, quale potrebbe essere, tra l’elevata concentrazioni di 
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NO2 (3 volte rispetto a C) e la minore disponibilità idrica (p. es. precipitazioni: 254.6 mm in 
B, 515.1 in C) la causa dell’abbassamento nell’efficienza del PSII osservato in P.perlatum? 
Questo lichene è piuttosto igrofilo e, in Italia, si trova più frequentemente in habitat umidi 
(Nimis, 1993; Malaspina, 2005; Nimis & Martellos, 2008). In particolare, sembra che il range 
di umidità in cui questa specie possa svolgere la sua normale attività metabolica, si trovi tra i 
60 e gli 85 %RH (Malaspina, 2005), decisamente superiore a quello misurato in B (54÷62 
%RH). Le diminuzioni in Fv/Fm potrebbero quindi essere spiegate come una conseguenza 
dello stress idrico, analogamente a quanto osservato in una delle antecedenti sperimentazioni 
(Par. 7.3; Pavanetto, 2007). Precedentemente, infatti, avevamo ipotizzato che fosse proprio la 
scarsità di umidità ambientale ad aver causato la diminuzione in Fv/Fm dei licheni trapiantati 
(F. caperata) e i risultati di questo lavoro sembrano avvalorare le supposizioni formulate nella 
sperimentazione antecedente. Queste ipotesi non escludono però un possibile effetto sinergico 
tra la mancanza di sufficiente idratazione e le elevate concentrazioni di NO2. P. perlatum 
infatti è una specie molto sensibile anche all’eutrofizzazione (Nimis & Martellos, 2008) e 
l’NO2 è, ovviamente, una delle possibili fonti di azoto atmosferico (Frati et al., 2006). Come 
precedentemente osservato, le più elevate concentrazioni di NO2 sono state misurate durante 
giornate molto piovose. Si può ipotizzare quindi che questo inquinante aerodiffuso, solubile in 
acqua (Schwartz & White, 1981), sia stato assorbito all’interno del tallo lichenico 
particolarmente durante questi periodi, in cui il lichene era metabolicamente attivo. Uno degli 
effetti indotti da NO2 sulle piante superiori è l’induzione di un accumulo di anioni nitrato, 
nitrito e ammonio (Yu et al., 1988), potenziali fattori stressogeni per una specie sensibile 
all’eutrofizzazione come P. perlatum (Nimis & Martellos, 2008). È ben noto infatti che 
l’elevata disponibilità di azoto sia tossica per molte specie licheniche, come osservato da 
molti studi di carattere floristico (p. es. van Herk, 2001) e fisiologico (p. es. Gaio-Oliverira et 
al., 2004; Munzi et al., 2008). Le misure fluorimetriche hanno rilevato inoltre un 
generalizzato aumento dell’emissione di fluorescenza durante lo steady state (Fs) (Tab. 
7.4.3.5), soprattutto in F. caperata. Tale andamento, ben evidente anche nelle Kautsky curve 
(Fig. 7.4.3.5) in passato è stato generalmente associato ad una diminuzione nell’attività 
fotosintetica del PSII (Lichtenthaler & Rinderle, 1988). L’abbassamento di Fs non sembra 
però associabile ad una diminuzione del rateo fotosintetico in quanto a PPFDIk – l’intensità 
specie specifica utilizzata – l’assimilazione di CO2 è linearmente correlata a rETR (Par. 7.13, 
Fig. 7.1.3.4), che non ha subito variazioni significative (Tab. 7.4.3.5). L’energia assorbita da 
parte del PSII è convertita principalmente in tre processi: fotochimico, emissione di 
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fluorescenza e calore (Par. 4.2; Lichtenthaler & Rinderle, 1988). Questa osservazione 
avvalora le diminuzioni in NPQ sopra discusse, in quanto, non essendo variata l’energia 
assorbita (F0, Fm) e il rateo di trasporto degli elettroni (rETR), gli NOX hanno indotto una 
minore dissipazione sottoforma di calore aumentando, conseguentemente, l’emissione di 
fluorescenza allo steady state. 
Contrariamente alle misure fluorimetriche, le conduttività elettrolitica lichenica non si è 
rivelata una metodologia sensibile a valutare gli effetti degli NOX sulle specie indagate. 
Rispetto ai valori osservati nel controllo, sono stati osservati incrementi solamente nei 
campioni di F. caperata esposti in B e C dopo il primo periodo di trapianto e solamente in B 
al termine dell’esperimento. Di problematica interpretazione è la diminuzione osservata nei 
campioni di X. parietina dopo 45 giorni di esposizione in B. Lo stress di tipo ossidativo 
indotto dagli NOX, nelle piante vascolari, ha come target principale le membrane cellulari 
(Larcher, 2003) e quindi questa metodologia, spesso apprezzata per la rapidità della risposta 
fisiologica agli inquinanti aerodiffusi (p. es. Paoli & Loppi, 2008), è stata utilizzata per 
rilevare possibili effetti indotti da queste sostanze anche su questi organismi. Nonostante un 
possibile effetto indotto da NOX sia stato rilevato in F. caperata, sembra che le misure 
effettuate non siano proporzionali ad una danno fisiologico, ma piuttosto al grado di 
disseccamento del tallo e alla presenza polveri aerodiffuse nel sito di esposizione, che 
potrebbero contenere anche sostanze che, disciolte in acqua, potrebbero aumentarne la 
conduttività. Quest’ultime ipotesi si basa confrontando i dati ottenuti dalle misure pre-
esposizione e con quelle del controllo (Tabb. 7.4.3.6, 7.4.3.7), una valutazione che non è stata 
effettuata nelle ricerche che abbiano utilizzato questa metodologia. I dati pre-esposizione 
rivelano come valori molto elevati siano stati misurati in X. parietina che, raccolta nelle 
vicinanze di una strada sterrata, è stata sottoposta ad un continuo apporto di polveri. Le 
misure effettuate su questa specie dopo il primo periodo di esposizione sono ancor più 
elevate, probabilmente per un minor dilavamento delle stesse polveri causate dalla modeste 
precipitazioni osservate in questo periodo (Tab. 7.4.3.1). Le misure di conduttività al termine 
della sperimentazione sono diminuite, in buon accordo con le notevoli precipitazioni 
osservate. Nel sito A, analoghe differenze sono state osservate in F. caperata. Le misure 
effettuate sul gruppo A di P. perlatum sono di ancor più difficile interpretazione, in quanto il 
microclima di esposizione del controllo – nel fondo di una dolina – è ben distinto da quello 
delle altre due specie (Par. 3). L’utilizzo di questa metodologia per lo studio degli effetti degli 
NOX deve essere ulteriormente verificato, in quanto possibili elettroliti diversi dal potassio 
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potrebbero essere presenti e mascherarne la presenza. Si può ipotizzare infatti che possibili 
sostanze (p. es. carbonati) adesi al tallo potrebbero entrare in soluzione quando il lichene sia 
umido, in particolar modo durante la produzione fisiologica di CO2 che, acidificando l’acqua 
di idratazione, ne faciliterebbe la solubilizzazione. Una ulteriore ipotesi può essere formulata 
osservando che i valori di conduttività di F. caperata e P. perlatum sono stati sempre più 
elevati nel sito B, sia nei lavaggi di 5 che di 60 minuti, sia nella prima che nella seconda 
sessione di misure (Figg. 7.4.3.6, 7.4.3.7). Questa considerazione, confrontando anche i dati 
riportati in Fig. 7.3.3.6, porta a supporre che sia stata proprio la più spinta disidratazione 
subita dai talli nel sito B, più secco, ad aver causato l’aumento di conduttività. Notoriamente, 
infatti, quando il tallo lichenico secco è re-idratato, si osserva il rilascio di elementi solubili 
presenti tanto nello spazio apoplastico quanto all’interno della cellula (Simon, 1974; Brown & 
Brown, 1991) e la più spinta de-idratazione indotta dal microclima del sito B può averne 
indotto un maggior rilascio. 
I risultati di questa sperimentazione contribuiscono alla comprensione non solo degli effetti 
degli NOX sui licheni, ma mostrano come specie con differente ecologia rispondano alle 
stesse condizioni ambientali urbane. Come sottolineato da vari autori (p. es. Giordani, 2007; 
Cristofolini et al., 2008), una delle problematiche più importanti negli studi di 
biomonitoraggio attraverso i licheni (basati sullo studio della composizione floristica) è 
comprendere quale siano le variabili che determinano la biodiversità lichenica, considerando 
che questi organismi sono altamente sensibili sia alla presenza di inquinanti aerodiffusi sia 
alle condizioni micro-, meso- e macro-climatiche (Nimis et al., 2002). Le misure 
fluorimetriche utilizzate confermano quanto precedentemente ipotizzato (Par. 7.3.4), ovvero 
che la mancanza di idratazione determina un status di stress che non permette il fisiologico 
svolgimento delle attività metaboliche e, conseguentemente, di affrontare ulteriori stress 
indotti dall’inquinamento aerodiffuso. Non è da escludere inoltre che un’ulteriore agente 
stressogeno può essere l’eccessivo apporto di azoto, in particolar modo durante le giornate più 
piovose (quando i licheni sono metabolicamente attivi), caratterizzate da un maggior traffico 
e, conseguentemente, una maggior concentrazione di NOX. La tolleranza delle specie ad 
habitat piuttosto secchi sembra abbia un ruolo fondamentale nel determinare la resistenza in 
ambiente urbano. Questi adattamenti, verosimilmente posseduti anche dalla specie X. 
parietina analizzata in questo lavoro, inducono infatti lo sviluppo di meccanismi antiossidanti 
che sembrano permettere non solo la tolleranza ai continui cicli di de- e re- idratazione che 
avvengono nell’habitat naturale (p.es. Kranner, 2002; Weissman et al., 2005), ma consentono 
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anche di contrastare gli effetti tossici indotti dalle sostanze foto-ossidanti come gli NOX, 
secondo il principio di stress dynamic under continuous stress. 
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7.5 Identificazione degli effetti di stress foto-ossidativo attraverso la microscopia a 
fluorescenza 
 
Obiettivo: Verificare se licheni adattati a contrastanti regimi luminosi, ma con fotobionti 
congenerici (Trebouxia sp.pl.), rispondono in maniera differenziata allo stress 
ossidativo. 
 
Riassunto 
Le specie reattive dell'ossigeno (ROS) sono prodotte fisiologicamente nelle catene di 
trasporto degli elettroni e la loro concentrazione aumenta in presenza di particolari stress, p. 
es. ad intensità luminose elevate. La cellula ha diversi meccanismi biochimici per combattere 
le molecole ROS. Uno dei primi apparsi negli organismi eucarioti è la formazione di ossido 
nitrico (NO): in presenza di questa molecola il danno foto-ossidativo è notevolmente 
inferiore. Questa indagine si basa sui risultati delle ricerche che hanno mostrato (a) come 
rivelare la presenza di ROS e NO all’interno dei tessuti lichenici e (b) che il diverso regime 
luminoso di crescita dei licheni influenza profondamente il funzionamento dei fotosistemi dei 
fotobionti. Il lavoro sperimentale è stato condotto su tre specie di licheni a diversa fotofilia 
[Flavoparmelia caperata (L.) Hale, Parmelina quercina (Willd.) Hale, Parmotrema perlatum 
(Huds.) M.Choisy] in cui è stata indotta la produzione di ROS mediante esposizione a 180 
µmol photons m-2 s-1 per 20 h in stato idratato oppure mediante immersione in una soluzione 
acquosa 5 mM di una sostanza fortemente ossidante (idroperossido di cumene, CHP). 
Ulteriori osservazioni sono state effettuate sottraendo NO con soluzioni 250 µM c-PTIO. Gli 
effetti di questi trattamenti sono stati monitorati tramite misure di fluorescenza modulata e 
microscopia confocale e a epifluorescenza per individuare ROS e NO. I risultati evidenziano 
la capacità dei fluorofori di localizzare all’interno dei talli lichenici la produzione di ROS e 
NO. Sono quindi discussi possibili meccanismi di reazione allo stress foto-ossidativo nei 
licheni. 
 
Parole-chiave: NO, ROS, stress ossidativo, sonde fluorescenti, fluorescenza della clorofilla a 
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7.5.1 Introduzione 
Le specie reattive all’ossigeno (ROS) sono prodotte fisiologicamente all’interno delle cellule 
vegetali e animali nei processi che coinvolgono il trasporto degli elettroni (p. es. respirazione, 
fotosintesi). Nei licheni, una notevole generazione di ROS è stata osservata durante i processi 
di de- e re- idratazione, pur non causando alcun danno fisiologico (p. es. Weissman et al., 
2005). Questi organismi peciloidrici sembrano aver sviluppato una rapida ed efficiente 
attivazione di meccanismi anti-ossidativi e l’assenza di tali processi potrebbe causare, ad 
esempio, danni irreversibili a carico del PSII (p. es. Krieger-Liszkay, 2005). Una delle prime 
molecole comparse con funzioni anti-ossidanti è l’ossido d’azoto (NO) (Kroncke et al. 1997). 
Questo gas, infatti, non è solamente un inquinante dell’atmosfera legato alle attività 
produttive, ma anche una indispensabile molecola bio-attiva con diverse funzioni a livello 
cellulare (p. es. Beligni & Lamattina, 2001), individuata anche nei licheni (Weissman et al., 
2005; Catalá et al., 2009). Negli ultimi anni, sono state inoltre caratterizzate alcune delle 
peculiarità biochimiche che permettono a questi organismi la sopravvivenza nello stato 
dormiente. È stato osservato, ad esempio, che i processi di re- e de-idratazione causano una 
notevole produzione di sostanze ossidanti e, conseguentemente, vengono attivati diversi 
sistemi volti alla loro de-tossificazione (p.es. Beckett et al. 2003; Weissman et al., 2005). Tali 
meccanismi sembrano particolarmente efficienti nelle specie maggiormente sottoposte a de-
idratazione (Kranner, 2002). Le tecniche di microscopia a fluorescenza permettono, in tempo 
reale, uno studio sensibile e specifico delle funzioni cellulari; la microscopia confocale, in 
particolar modo, permette di localizzare con elevata risoluzione le sostanze indagate 
all’interno delle cellule/tessuti. In questo studio è stata utilizzata la sonda DCFH-DA, che, una 
volta entrata nel lumen cellulare, è convertita da enzimi intracellulari in DCFH il quale, 
reagendo specificatamente con i radicali liberi e ROS, emette una fluorescenza verde. 
Analogamente, anche DAN, la seconda sonda impiegata in questo lavoro, reagisce 
quantitativamente con i cationi nitrosonio che si formano da NO, formando il composto 
fluorescente nel blu 1H-naftotriazolo. In questa ricerca non sono state effettuate misure 
quantitative di ROS e NO, ma le possibili relazioni tra queste molecole sono state dedotte 
integrando il piano sperimentale con l’applicazione di una sostanza capace di sequestrare NO 
(c-PTIO). Le metodologie confocali di recente applicazione su  questi organismi supportate da 
misure di vitalità del PSII effettuate con la fluorimetria PAM, hanno permesso di indagare se 
specie differenti ecologicamente differiscono differenzialmente nella risposta allo stress 
ossidativo. 
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7.5.2 Materiali e Metodi 
Il lavoro sperimentale è stato condotto su tre specie di licheni con alga verde del genere 
Trebouxia: Flavoparmelia caperata (L.) Hale, Parmelina quercina (Willd.) Hale, 
Parmotrema perlatum (Huds.) M.Choisy. Queste specie differiscono ecologicamente: P. 
quercina è la specie di ambienti più aridi e soleggiati, F. caperata è una specie mesofila e P. 
perlatum è una specie igrofila e privilegia habitat con la luce diffusa (Nimis & Martellos, 
2008). Talli di F. caperata e P. perlatum sono stati raccolti all’inizio di maggio 2008 nei 
pressi di Gropada, seguendo le modalità descritte nel Par. 3. I campioni sono stati 
successivamente de-idratati per 24 h in una campana di vetro contenente silica gel, riposti 
sottovuoto e inviati Dipartimento di Botanica dell’Istituto Cavanilles di Biodiversità e 
Biologia Evolutiva (Università di Valencia, Spagna), dov’è stata condotta la sperimentazione. 
Nello stesso periodo, seguendo le stesse modalità di campionamento, sono stati raccolti talli 
di P. quercina, nei pressi di Sierra de El Toro (Castellón, Spagna; 39º54’16”N, 0º48’22”W). 
Tale area è situata all’interno di una riserva naturale municipale lontano da fonti di 
inquinamento, ed è già stata utilizzata come sito di campionamento e controllo in precedenti 
studi lichenologici (p. es. Catalá et al., 2009). In laboratorio, i talli sono stati puliti 
minuziosamente come descritto nel Par. 3, quindi de-idratati e conservati a -20°C fino 
all’utilizzo, avvenuto entro 50 giorni dal campionamento. Tolto il materiale dal freezer, per 
ognuna delle specie indagate sono stati scelti 30 parti marginali (lobi), con i quali sono stati 
formati 6 gruppi (A-F, n=5). L’idratazione è avvenuta a 20°C e 30 µmol photons m-2 s-1, con 
fotoperiodo 12 h -12 h, seguendo le tempistiche descritte nel Par. 4.2 e ponendo i campioni 
all’interno di alcune placche petri contenti della carta bibula bagnata. Successivamente, dopo 
ca. 40 h di idratazione, sono state condotte le misure fluorimetriche a 180 µmol  photons m-2 
s-1 (PAM 2000, Walz, Germania), seguendo il protocollo descritto in Par. 4.2. Al termine, i 
campioni sono stati trattati differentemente a seconda del gruppo di appartenenza: 
- il gruppo A (controllo) è stato re-idratato con acqua distillata e riposto alle condizioni sopra 
descritte (20°C e 30 µmol photons m-2 s-1); 
- B è stato idratato per 10 min. con una soluzione 5 mM di idroperossido di cumene (CHP) 
(Sigma-Aldrich Química S.A., Tres Cantos, Spagna) e quindi riposto come A (20°C e 30 
µmol photons m-2 s-1);  
- C è stato idratato 20 min. con 2-(4-carboxifenil)-4,4,5,5-tetrametilimidazoline-1-oxil-3-
ossido (c-PTIO) 250 µM (Invitrogen S.A., El Prat de Llobregat, Spagna), poi con CHP come 
B (10 min.) e mantenuto alle condizioni di A (20°C e 30 µmol photons m-2 s-1); 
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- D è stato idratato con c-PTIO come C (20 min.) e successivamente come A (20°C e 30 µmol 
photons m-2 s-1); 
- E è stato idratato come A (acqua distillata), ma esposto a 180 µmol photons m-2 s-1;  
- F è stato idratato come D (c-PTIO, 20 min.), ma mantenuto come E (180 µmol photons m-2 
s-1). 
La durata dei sei differenti trattamenti è stata di 20 h, al termine dei quali sono state condotte 
le misure fluorimetriche come sopra descritto. CHP è una sostanza fortemente ossidante e c-
PTIO è un sequestratore di NO. Entrambe queste sostanze sono comunemente impiegate negli 
studi di fisiologia vegetale mirati a comprendere la funzione di NO come antiossidante 
(Catalá et al., 2009). Al termine, i campioni sono stati de-idratati all’aria e quindi in silica gel 
overnight e successivamente riposti a -20°C all’interno di placche petri sigillate con 
Parafilm© fino alle valutazioni di microscopia, condotte come descritto nel Par. 4.4.   
 
Sonde fluorescenti utilizzate 
DAN (2,3-Diaminonaftalene) (Invitrogen S.A., El Prat de Llobregat, Spagna). Questo 
fluoroforo permette di localizzare selettivamente gli l’ossidi di azoto all’interno dei tessuti. 
Esso assorbe prevalentemente nelle lunghezze d’onda dell’ultravioletto (da ca. 350<λ<455 
nm) con un picco a ca. 365 nm ed emette prevalentemente nella regione del blu (emissione 
massima a ca. λ=415 nm), ma è rilevabile anche una emissione residua del verde (370< 
λ<550) (Fig. 7.5.2.1a). La sensibilità per NO è molto elevata e la sua localizzazione è 
possibile senza inibirne le funzioni (Kojima et al. 1997). Per le analisi di microscopia, è stata 
utilizzata una soluzione con concentrazione 100 µM che, dopo la preparazione, è stata 
mantenuta a -20°C prima di ogni utilizzo. Al microscopio a epifluorescenza, il DAN è stato 
eccitato con luce UV (330-385 nm excitation filter, Olympus fluorescence filter cube U-
MWU2) e la fluorescenza è stata filtrata a 420 nm. Le immagini al microscopo confocale 
sono state ottenute utilizzando un laser a λ=351 nm, osservando l’emissione in un range 
prossimo al picco massimo di emissione. 
DCFH-DA (2',7'-diclorofluorescina diacetato) (Sigma-Aldrich Química S.A., Tres Cantos, 
Spagna). Questa sonda fluorescente è stata utilizzata per la localizzazione di ROS. DCFH-DA 
entra rapidamente nelle cellule, dove è idrolizzata a diclorofluorescina (DCFH), rimanendo 
intrappolata all’interno del lumen cellulare. DCFH acquista le sue proprietà fluorescenti 
solamente quando è ossidata a DCF dagli agenti ossidanti cellulari. Lo spettro di assorbimento 
di DCF si trova nella regione dell’azzurro (420< λ< 540, max λ=504) e quello di emissione 
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nel verde (500< λ<640, max λ=529) (Fig. 7.5.2.1b). Contrariamente al DAN, non è possibile 
conservare la sonda fluorescente successivamente alla preparazione; conseguentemente, prima 
di ogni osservazione, sono state preparate soluzioni 100 µM. Per la microscopia ad 
epifluorescenza, lo spettro di eccitazione è stato ottenuto attraverso un filtro 460-490 nm 
(Olympus fluorescence filter cube U-MWB2) e la fluorescenza emessa è stata filtrata a 520 
nm (520IF barrier filter). Le immagini al microscopo confocale sono state ottenute utilizzando 
un laser a λ=488 nm, osservando l’emissione in un range prossimo al picco massimo di 
emissione. 
 
 
Figura 7.5.2. 1. Spettri di assorbimento (in nero) e di emissione (in grigio) delle sonde fluorescenti DAN (a) e 
DCFH-DA (b). 
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7.5.3 Risultati 
In Tab. 7.5.3.1 sono riportati i principali parametri fluorimetrici calcolati prima e dopo i 
trattamenti. Le misure fluorimetriche, nonostante la ridotta numerosità campionaria, hanno 
rivelato come i trattamenti abbiano influenzato l’attività del PSII del fotobionte lichenico. In 
particolare, i dati mostrano che la specie più eliofila (e xerofila) Parmelina quercina abbia 
tollerato il trattamento con CHP (gruppo B), una sostanza fortemente ossidante. Il pre-
trattamento con c-PTIO ha generalmente attenuato gli effetti indotti da CHP; la risposta al 
trattamento al solo c-PTIO ha invece indotto variazioni significative a carico di rETR e NPQ 
in P. quercina e a carico di NPQ in Flavoparmelia caperata. L’induzione di stress luminoso 
ha indotto cali significativi nei parametri indagati in tutte le specie, in particolare in 
Parmotrema perlatum. Non sono state considerate le variazioni in NPQ nei gruppi in cui 
Fv/Fm è differito significativamente (Par. 4.2). 
 
Tabella 7.5.3.1. Medie e deviazioni standard dei parametri fluorimetrici prima (pre-, n=30) e dopo (A-F, n=5) i 
trattamenti con CHP, c-PTIO e irraggiamento in stato idratato a 180 µmol photons m-2 s-1. In grassetto i valori 
che sono variati significativamente (p<0.05, test t di Wilcoxon) rispetto alle misure pre-esposizione. Maggiori 
dettagli nel testo. 
          
 Parmelina quercina Flavoparmelia caperata Parmotrema perlatum 
 Fv/Fm rETR NPQ Fv/Fm rETR NPQ Fv/Fm rETR NPQ 
          
          
pre- 0.725 ± 0.020 94.2 ± 6.2 0.514 ± 0.119 0.645 ± 0.066 77.2 ± 12.0 0.761 ± 0.212 0.712 ± 0.019 68.6 ± 9.7 1.065 ± 0.310 
          
A 0.725 ± 0.012 95.6 ± 4.9 0.538 ± 0.060 0.677 ± 0.067 84.4 ± 12.7 0.631 ± 0.117 0.716 ± 0.018 79.0 ± 11.7 0.664 ± 0.152 
B 0.701 ± 0.035 60.0 ± 14.7 0.636 ± 0.289 0.532 ± 0.158 37.8 ± 26.9 1.239 ± 0.538 0.664 ± 0.056 35.8 ± 13.4 0.552 ± 0.271 
C 0.734 ± 0.021 61.4 ± 25.7 0.649 ± 0.313 0.611 ± 0.087 53.2 ± 17.9 1.140 ± 0.110 0.684 ± 0.027 50.2 ± 11.7 1.381 ± 0.234 
D 0.741 ± 0.017 92.2 ± 4.7 0.619 ± 0.181 0.618 ± 0.070 71.4 ± 12.4 0.786 ± 0.148 0.712 ± 0.016 70.3 ± 8.1 1.186 ± 0.358 
E 0.291 ± 0.118 26.7 ± 11.1 0.275 ± 0.139 0.585 ± 0.086 55.2 ± 9.6 1.356 ± 0.436 0,141 ± 0.168 14.7 ± 14.6 0.352 ± 0.432 
F 0.272 ± 0.074 28.7 ± 5.6 0.263 ± 0.079 0.342 ± 0.121 34.2 ± 12.2 0.661 ± 0.152 0.226 ± 0.103 28.9 ± 11.3 0.378 ± 0.227 
          
          
 
Microscopia a fluorescenza 
Le fotografie ottenute dall’osservazione al microscopio a epifluorescenza e al microscopio 
confocale evidenziano chiaramente come, in tutte le specie considerate, NO sia localizzato in 
una zona ben distinta dei talli, ovvero tra lo strato algale e il cortex superiore (Fig. 7.5.3.1b,c), 
mentre i ROS prevalgono all’interno delle cellule algali (Fig. 7.5.3.1e). I trattamenti con CHP 
5 mM non hanno indotto una differente localizzazione di NO e ROS rispetto al controllo, 
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mentre nelle osservazioni effettuate sul gruppo C, pre-trattati con c-PTIO, le zone di 
localizzazione di NO sono state decisamente meno estese. Gli effetti della presenza di stress 
luminoso sono stati ben evidenti indiscriminatamente nei gruppi E ed F, dove la presenza di 
ROS si è estesa a tutto il tallo lichenico (Fig. 7.5.3.1f). 
 
 
 
Figura 7.5.3.1. (a-e) Fotografie in epifluorescenza e in fluorescenza confocale di Flavoparmelia caperata. (a) 
controllo in epifluorescenza indotta da UV; localizzazione in epifluorescenza (b) e in microscopia confocale (c) 
della sonda DAN; localizzazione in epifluorescenza (d, non visibile perché la fluorescenza verde è occultata 
dalla fluorescenza rossa della clorofilla) e in microscopia confocale (e) della sonda DCFH-DA. (f) localizzazione 
della sonda DCFH-DA in microscopia confocale in un campione F (stress da eccessivo irraggiamento) di 
Parmotrema perlatum. Dimensione del riferimento nelle immagini: 10 µm (a, b); 20 µm (c, d, e); 40 µm (f). 
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7.5.4 Discussione    
NO è una piccola molecola bio-attiva, capace di diffondere velocemente attraverso le 
membrane biologiche ed esplicare diverse funzioni cellulari; la sua presenza fisiologica è stata 
documentata in molti organismi, anche distanti filogeneticamente. Nelle piante, gli stress 
ambientali possono indurre la produzione di NO che, analogamente al NO esogeno, può (i) 
indurre effetti citotossici come la nitrogenazione di proteine, (ii) attivare meccanismi 
protettivi, connessi soprattutto alla sintesi di molecole anti-ossidanti come glutatione, 
ascorbato, ecc. (Beligni e Lamattina, 2001). L’ubiquità e il crescente interesse verso questa 
molecola ha quindi portato al perfezionamento di tecniche per localizzare e misurare la 
produzione di NO (Nagano, 1999). La verifica dell’ipotesi di lavoro secondo la quale i licheni 
eliofili/xerofili possano tollerare maggiormente lo stress ossidativo ha quindi combinato le 
tecniche fluorimetriche con l’utilizzo di sonde fluorescenti di più recente applicazione su 
questi organismi. Le immagini mostrano la localizzazione di ROS e NO all’interno dei talli 
foliosi indagati. In buon accordo con quanto osservato da altri autori su specie fruticose 
(Weissman et al., 2005; Catalá et al., 2009), i ROS sono evidenti prevalentemente all’interno 
dei fotobionte, mentre NO nelle ife del micobionte. Uno dei risultati più interessanti di questa 
sperimentazione è la localizzazione distinta di NO nella zona compresa tra lo strato algale e il 
cortex superiore. Precedentemente, infatti, NO era stato localizzato solamente in alcune specie 
del genere fruticoso Ramalina, e la localizzazione di questa molecola non è stata 
adeguatamente discussa (Weissman et al., 2005). Hérouart et al. (2002) ipotizzarono il 
possibile ruolo di NO e derivati nel coordinamento dell’espressione genica durante la 
formazione di simbiosi – a livello radicale – nelle piante superiori. Nei licheni, NO sembra 
essere prodotto solamente dal micobionte (Weissmann et al., 2005) e la particolare 
localizzazione di NO nella zona di contatto tra mico- e fico-bionte evidenziata in questo 
lavoro potrebbe sostenere l’ipotesi che questa molecola abbia una funzione di messaggero 
interspecifico all’interno della simbiosi lichenica. I dati fluorimetrici e le immagini ottenute, 
supportano l’ipotesi che, anche nei licheni, NO regoli l’attivazione di meccanismi 
antiossidanti, come in alcune specie di alghe verdi (Mallick et al., 2002; Chen et al., 2003). 
Negli animali come nelle piante, infatti, la concentrazione di NO riduce la tossicità dei ROS 
limitando l’ossidazione indotta dai radicali perossido (p.es. Kroncke, 1997). In particolar 
modo, se si confrontano i dati fluorimetrici del gruppo B (trattati con CHP) e C (c-PTIO + 
CHP), si nota chiaramente come il sequestro di NO indotto dal c-PTIO attenui i cali di vitalità 
indotti dallo stress ossidativo causato da CHP. Questo potrebbe essere interpretato come un 
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effetto paradossale se, erroneamente, si presuppone che c-PTIO abbassi drasticamente la 
concentrazione di questa molecola anti-ossidante. Català et al. (comunicazione personale, dati 
non pubblicati) hanno osservato invece un rapido incremento della concentrazione di NO 
negli istanti successivi al suo sequestro: proprio la sovrapproduzione di NO potrebbe aver 
attenuato gli effetti tossici di CHP a carico del PSII (Tab. 7.5.3.1). Le immagini confocali 
mostrano inoltre che, anche in presenza di CHP, i ROS non si estendono nelle ife del 
micobionte; non è da escludere che tale confinamento delle molecole tossiche all’interno dei 
fotobionti possa essere regolato (Catalá et al., 2009). Il trattamento con il solo c-PTIO ha 
causato inoltre variazioni specie-specifiche di alcuni parametri fluorimetrici. Variazioni 
significative sono state osservate infatti in P. quercina (rETR – 7%, NPQ +46%; p<0.05) e, in 
maniera minore, in F. caperata (NPQ +15%; p<0.05), mentre in P. perlatum le misure sono 
rimaste pressoché invariate. Tali modificazioni indicano che la possibile sovrapproduzione di 
NO, indotta da c-PTIO, possa aver deviato l’utilizzo dell’energia luminosa verso processi 
dissipativi (NPQ) proporzionalmente al regime di crescita delle specie indagate. Tale 
affermazione è in buon accordo con le modificazioni a carico del complesso antenna del PSII, 
indotte da NO, osservate sulle piante superiori (Wodala et al., 2008). Contrariamente 
all’effetto modulato di CHP e c-PTIO rilevato dalle misure fluorimetriche, la risposta 
fisiologica allo stress luminoso è stata piuttosto simile in tutte le specie indagate anche se, in 
buon accordo con l’ecologia della specie, le maggiori diminuzioni nei parametri Fv/Fm ed 
rETR sono state misurate nella specie sciafila P. perlatum (Tab. 7.5.3.1). Le immagini 
rivelano inoltre come l’eccessiva quantità di ROS prodotta dalle cellule algali si sia diffusa in 
tutto il tallo lichenico in quanto queste molecole di piccole dimensioni (p. es. O2
-•, 1O2, HO•) 
diffondono facilmente attraverso membrane e pareti cellulari. 
In conclusione, i risultati mostrano come la specie più eliofila/xerofila abbia tollerato 
maggiormente lo stress ossidativo indotto da CHP. I dati avvalorano l’ipotesi secondo la quale 
le specie che sono sottoposte a continui stress ambientali (p. es. elevate intensità luminose, 
spiccata aridità) siano dotate di meccanismi antiossidanti che permettono anche di tollerare 
differenti stress ossidativi, secondo il principio di stress dynamic under continuous stress 
(Parr. 7.3.4, 7.4.4). NO, prodotto fisiologicamente dal micobionte, è stato localizzato nello 
strato ifale adiacente superiormente allo strato algale. Questa osservazione lascia ipotizzare 
una possibile funzione di questa molecola nella regolazione della simbiosi lichenica, come già 
supposto in altre associazioni simbiotiche (Hérouart et al. 2002; Stöhr & Stremlau, 2006). I 
risultati sembrano inoltre confermare il ruolo di NO come molecola bio-attiva anti-ossidante e 
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come regolatrice del complesso antenna del PSII; tali considerazioni necessitano però una 
integrazione con dati quantitativi riguardo le possibili concentrazioni di NO all’interno dei 
talli lichenici. Le sonde fluorescenti DAN e DCFH-DA si sono rivelate infine molto efficienti 
nel localizzare, rispettivamente, NO e ROS; ulteriori sperimentazioni sono però necessarie per 
ottimizzare il protocollo sperimentale. Il fluoroforo DAN, associato alla microscopia 
confocale, potrà potenzialmente rilevare in futuro anche le dinamiche di ingresso degli NOX 
aerodiffusi all’interno dei talli lichenici. 
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8. Discussione 
 
L’obiettivo di questo lavoro, iniziato nel 2006, è stato indagare se, attraverso metodologie 
fisiologiche e biochimiche, sia possibile identificare gli effetti degli NOX a concentrazioni 
ambientali sui licheni foliosi epifiti. Attualmente, questo argomento riscuote molto interesse 
in quanto negli ultimi anni il declino delle comunità licheniche nelle aree urbane è imputato 
proprio alla presenza persistente di questi inquinanti aerodiffusi (Cepeda Fuentes & García 
Rowe, 1998; Davies et al., 2007; Isocrono et al., 2007), e, a riguardo, gli studi eco-
tossicologici sono piuttosto scarsi (Holopainen 1984a,b; Tretiach et al., 2007a). La ricerca è 
stata condotta attraverso più sperimentazioni, tutte accomunate dall’utilizzo della fluorimetria 
di tipo PAM (Par. 4.2). Lo studio dell’emissione della fluorescenza della clorofilla a è una 
delle metodologie più apprezzate nel campo della fisiologia vegetale (Govindjee, 2004). Essa 
permette di effettuare delle misurazioni molto sensibili e piuttosto rapide, dalle quali si 
possono desumere le performance fotochimiche/fotosintetiche dell’organismo studiato e, con 
le dovute accezioni, è possibile stimare i ratei di assimilazione di CO2 (Baker & Oxborough, 
2004). Gli studi fluorimetrici stanno trovando largo impiego anche nel campo del 
biomonitoraggio ambientale, con particolare riguardo all’azione degli inquinanti aerodiffusi 
(Calatayud, 2007) e la necessità di approfondire le informazioni che possono essere fornite 
dalle questa metodologia ha condotto alla realizzazione del primo esperimento (Par. 7.1). I 
risultati ottenuti (Par. 7.1.3) sono stati quindi fondamentali per la pianificazione degli 
esperimenti condotti successivamente (Par. 7.3, 7.4). In particolare, è stato individuato che il 
regime luminoso di crescita del lichene modula le performance del PSII del fotobionte (p. es. i 
licheni “di ombra” emettono più fluorescenza di quelli “di luce”) e che il parametro rETR 
(Par. 4.2) misurato illuminando i campioni a PPFDIk è linearmente correlato con i ratei di 
assimilazione di CO2 stimati alla stessa intensità luminosa (Fig. 7.1.3.4). Un ulteriore, 
importante, risultato è stato osservare come lo sfruttamento dell’azoto ambientale da parte dei 
licheni nitrofili ne aumenti la capacità fotosintetica (Fig. 7.1.3.1). 
Per raggiungere l’obiettivo della ricerca, gli effetti degli NOX ambientali sono stati valutati 
utilizzando dei trapianti lichenici, una tecnica molto diffusa in lichenologia (p. es. Renhorn et 
al., 1997; Fernández-Salegui et al., 2006). A riguardo, una delle sperimentazioni preliminari è 
stata proprio mirata ad osservare possibili variazioni indotte dalla stagionalità o dalla tipologia 
di esposizione (Par. 7.2). Gli esperimenti di trapianto sono stati condotti esponendo talli 
lichenici alle condizioni ambientali urbane, ponendo particolare attenzione non solo alle 
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concentrazioni dei principali inquinanti aerodiffusi oltre ai NOX (SO2, O3) ma anche alle 
condizioni micro-climatiche. 
Sulla base dei risultati ottenuti, si può affermare essenzialmente che: 
1. gli NOX causano modificazioni a carico del PSII del fotobionte lichenico. In 
particolare, essi diminuiscono le capacità di estinzione di fluorescenza sotto forma di 
calore. Questi risultati si sono mostrati ripetibili e in accordo con quanto osservato in 
passato (Tretiach et al., 2007a); 
2. i più drastici effetti osservati sui licheni esposti in ambiente urbano sono stati causati 
dalla insufficiente idratazione. Le città sono infatti delle heat islands, e il microclima 
arido che le contraddistingue (Oke, 1995) è un fattore limitante la fisiologia di questi 
organismi. 
Questo lavoro evince che la biodiversità lichenica in ambiente urbano possa essere fortemente 
condizionata dal microclima secco delle città, dove spesso soltanto i licheni più xerofili 
possono sopravvivere. Queste specie infatti hanno delle richieste ecologiche – in termini di 
disponibilità idrica – più ridotte. Sulla base di queste considerazioni, si può ipotizzare quindi 
che solamente in città piuttosto umide (p. es. Udine, Par. 7.4) sarà possibile imputare la scarsa 
colonizzazione di licheni agli NOX o, più in generale, agli inquinanti aerodiffusi. Nella Fig. 
8.1 è riportato lo schema concettuale induttivo seguito per riassumere i risultati di questo 
lavoro. La sperimentazione presentata nel Par. 7.3 era stata pianificata per verificare se la 
risposta agli inquinanti aerodiffusi del lichene Flavoparmelia caperata fosse modulata alle 
condizioni di idratazione. Nelle piante superiori, infatti, i gas foto-ossidanti sono 
particolarmente pericolosi quando penetrano attraverso gli stomi, ovvero durante il processo 
di acquisizione della CO2. Analogamente, nei licheni idratati, NOX e O3 potrebbero penetrare 
all’interno dei tessuti più velocemente e causare quindi un danno maggiore rispetto ai licheni 
mantenuti alle condizioni ambientali. Questi risultati hanno però evidenziato che sono stati i 
campioni lasciati alle condizioni microclimatiche urbane – caratterizzate da una spiccata 
aridità (40÷55 %RH) – ad aver subito una maggiore diminuzione di vitalità, con una 
diminuzione del parametro fluorimetrico Fv/Fm, del contenuto di GSH, ed un aumento di 
conduttività elettrolitica. Durante l’ultimo esperimento, il sito più arido è stato il sito B 
(Trieste), caratterizzato da un range medio di umidità atmosferica di 55÷62 %RH. Tali 
condizioni, grazie anche ad una maggiore quantità di precipitazioni, sembrano aver garantito 
una sufficiente idratazione alla specie xerofila Xanthoria parietina e alla mesofila F. 
caperata, ma non alla igrofila Parmotrema perlatum. Una significativa diminuzione in Fv/Fm 
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ed una maggiore conduttività rispetto agli gruppi espositivi sono stati infatti osservati 
solamente nel gruppo B di questa specie. 
 
 
Figura 8.1. Diagramma riassuntivo dei risultati ottenuti 
 
Queste osservazioni hanno confermato i risultati raccolti durante la precedente 
sperimentazione e le osservazioni di alcuni autori che hanno associato diminuzioni in Fv/Fm 
ed aumenti in conduttività agli effetti dello stress da eccessiva de-idratazione (Shirazi et al., 
1996; Jensen et al., 1999; Hájek et al., 2006), stress che causa anche l’ossidazione di GSH a 
GSSG (Kranner, 2002). La sensibilità dei licheni all’aridità era già stata imputata negli anni 
’70 come la principale causa della scarsa biodiversità di questi organismi nelle aree urbane (p. 
es. Rydzak, 1968), particolarmente nelle città con clima continentale dell’Europa dell’Est. 
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Questa supposizione – nota come the drought hypothesis – fu smentita (Coppins, 1973; 
LeBlanc & Rao, 1973), dimostrando come fosse la presenza di SO2 il fattore limitante la 
biodiversità dei licheni, confermata anche da numerosi esperimenti di laboratorio (Fields, 
1988). Con la diminuzione della SO2, è stata osservata una notevole re-colonizzazione dei 
licheni in molte aree urbane (Hawksworth, 2002; Loppi et al., 2002), ma la biodiversità 
lichenica rimane comunque bassa nelle aree fortemente antropizzate (Gombert et al., 2004; 
Isocrono et al., 2007). Attualmente, la persistente assenza di licheni nei centri urbani è 
generalmente associata ad elevate concentrazioni di NOX (van Dobben et al., 2001; Davies et 
al., 2007; Isocrono et al., 2007), anche se, ad esempio, sono state riportate correlazioni 
positive tra abbondanza lichenica e precipitazioni (Davies et al., 2007; Giordani, 2007) che 
indicano come la presenza di questi organismi sia dipendente dalla disponibilità idrica 
ambientale. Ciononostante, i risultati evidenziano come gli NOX, qualora fosse garantito un 
sufficiente apporto idrico, possano interferire col metabolismo dei licheni, confutando – 
quantomeno esponendo i licheni alle condizioni ambientali descritte – che queste sostanze 
siano favorevoli alla simbiosi lichenica (Kauppi, 1980b). Tale affermazione è supportata dai 
risultati ottenuti da entrambe le sperimentazioni in cui sono stati impiegati trapianti lichenici 
in ambiente urbano (Parr. 7.3, 7.4). In accordo con quanto era già stato ipotizzato in passato 
(Tretiach et al., 2007a), i valori del parametro fluorimetrico NPQ – associato alla dissipazione 
dell’energia assorbita dal PSII sottoforma di calore – sono inversamente proporzionali alla 
concentrazione degli NOX. È importante ancora una volta ribadire che NPQ fornisce una 
valutazione relativa e non assoluta dell’aumento della dissipazione sottoforma di calore. NPQ 
infatti deve essere sempre rapportato alla dissipazione costitutiva che avviene con il campione 
adattato al buio: sono comparabili solamente i valori di NPQ di due campioni con un valore 
simile di Fv/Fm, in quanto quest’ultimo parametro è un buon indicatore delle caratteristiche 
delle dissipazioni che avvengono a livello del complesso antenna (Baker & Rosenqvist, 2004; 
Baruffo et al., 2008). Non è stato possibile, ad esempio, stabilire la minore (o maggiore) 
dissipazione sottoforma di calore dei campioni B (mantenuti alle condizioni ambientali) 
nell’esperimento dell’estate del 2007 (Par. 7.3) o dei campioni di P. perlatum esposti in B 
nell’ultima ricerca presentata (Par. 7.5), anche se, in quest’ultimo caso, il valore di NPQ 
sembra essere diminuito proporzionalmente (Fig. 7.4.3.4). Non è inoltre possibile effettuare 
confronti diretti tra i valori di NPQ indotti da differenti intensità luminose e nemmeno tra 
campioni esposti in periodi differenti, in quanto possono intercorrere significative differenze 
stagionali (Par. 7.2). In Tretiach et al. (2007a) era stato ipotizzato che, soprattutto a causa di 
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NO2, la diminuzione in NPQ fosse associata ad una acidificazione del lumen cellulare che, 
conseguentemente, influirebbe sul gradiente transtilacoidale al quale NPQ è notoriamente 
correlato (Kramer et al., 2004b). NO2 infatti è molto più solubile di NO (Schwartz & White, 
1981) e la sua reazione con l’acqua produce acido nitrico (HNO3) e nitroso (HNO2). Le 
proporzioni in cui si formano questi due acidi possono variare, anche se si può affermare che 
HNO3 si ionizza completamente in ioni nitrato (NO3
-) e protoni, mentre la dissoluzione di 
HNO2 a ioni nitrito (NO2
-) e protoni può non essere completa (Wellburn, 1990). NO, pur 
essendo meno solubile, porta alla formazione degli stessi prodotti; è importante evidenziare 
che il rapporto NO/NO2 è più elevato a temperature più basse (Par. 2) e, conseguentemente, in 
presenza di aria fredda si solubilizzerà una maggiore quantità di NO. Questo fenomeno 
potrebbe essere tra le cause del valore più elevato di NO/NO2 nella più fredda Udine (Sito C, 
Par. 7.4.3). Il lichene, quindi, sottoposto a NO2 e NO, dovrà conseguentemente 
metabolizzarne i prodotti, ovvero ioni nitrito, nitrato e protoni, tre molecole che attraversano 
facilmente le biomembrane, anche se solo le ultime due (NO3
- e H+) sono normalmente 
presenti all’interno delle cellule (Siddiqi & Glass, 2002). Gli studi mirati ad osservare i 
meccanismi biochimici indotti da NO2 e NO sulle piante vascolari sono giunti ad alcune 
conclusioni che probabilmente possono portare alla formulazione di alcune ipotesi valide 
anche per i licheni (Wellburn, 1990). La detossificazione di NO2 come fonte di eccessivo 
azoto sembra coinvolgere le normali vie di riduzione dei nitrati (attraverso la nitrato 
reduttasi), alle quali segue la sintesi di amminoacidi e proteine; ulteriori sistemi di 
smaltimento potrebbero essere inoltre associati alla produzione di poliammine (Munzi et al., 
2009). Mentre la nitrato reduttasi è situata nel citosol, l’attività della nitrito reduttasi nelle 
piante è confinata nei plastidi (Lea & Miflin, 1974); la riduzione degli ioni nitrito attivata 
dalla luce potrebbe portare alla formazione di ioni NH4
+ nei cloroplasti, come osservato da Yu 
et al. (1988). Gli ioni ammonio prodotti potrebbero essere incorporati all’interno del 
glutammato (Wellburn, 1988), una molecola precursore del glutatione (Noctor et al., 1988) e, 
conseguentemente, non è da escludere che le elevate concentrazioni di GSH misurate nei 
campioni idratati non siano una delle risposte all’assimilazione dell’azoto proveniente dagli 
NOX. Questa possibile via di biosintesi di GSH potrebbe permettere quindi di attenuare gli 
effetti ossidativi degli stessi NOX, anche se drastici effetti come la perossidazione delle 
membrane fosfolipidiche non sono state osservate né attraverso misure di conduttività (Par. 
7.4.3) né attraverso misure del contenuto di MDA (Par. 7.3.3). Alcuni autori hanno infatti 
affermato che le concentrazioni di NO2 sono troppo basse per causare una perossidazione alle 
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membrane (Mudd et al., 1984), mentre ci sono forti indizi che le concentrazioni di NO2 e 
NO2
- inibiscano piuttosto la biosintesi dei lipidi, nelle piante superiori (Malhotra & Khan, 
1984) come nelle alghe (Yung & Mudd, 1966). Wellburn (1990) sottolineò inoltre come NO 
possa essere particolarmente tossico per i vegetali. NO, infatti, in aggiunta ai nitrati e ai 
protoni, aumenta la concentrazione dei nitriti e HNO2. Vista la bassa solubilità di NO, esso 
potrebbe reagire anche in fase gassosa con diverse metallo-proteine (Brudvig et al., 1980) 
causando modificazioni all’apparato fotosintetico, analogamente a quanto osservato nel Par. 
7.5. Gli effetti di HNO2 non sono stati ben descritti, ma l’acidificazione indotta potrebbe 
essere proprio la causa degli abbassamenti osservati a carico di NPQ osservabili già dopo 5 
settimane (Par. 7.3.3). In futuro, sarà interessante comprendere, in questi organismi, se, per 
periodi espositivi maggiori, si verificano ulteriori danni fisiologici. Le notevoli quantità di H+ 
indotte da dalla solubilizzazione di NO2 e NO potrebbero inoltre indurre inoltre un accumulo 
di NH4
+, in quanto la sua assimilazione è dipendente dal pH cellulare (Raven, 1988), con una 
conseguente diminuzione della nitrato reduttasi (Padidam et al., 1991). La minore attività di 
questo enzima  causerebbe quindi un ulteriore accumulo anche di nitrati (Qiao & Murray, 
1998), in particolare nei licheni che non posseggono meccanismi capaci di sfruttare l’azoto 
presente nell’ambiente di crescita (Par. 7.1.3) come P. perlatum e in F. caperata.  
In conclusione, i dati ottenuti supportano l’ipotesi che il maggior fattore limitante lo sviluppo 
dei licheni in molte aree urbane sia la mancanza di un sufficiente apporto idrico. Le comunità 
licheniche più frequenti nelle aree antropizzate sono spesso associate a specie spiccatamente 
nitrofile, ma molte di queste specie [p. es. Hyperphyscia adglutinata (Flörke) H.Mayrhofer & 
Poelt, Physcia adscendens (Fr.) H.Olivier, oltre che alla citata X. parietina] non sono anche 
spiccatamente xerofile? Secondariamente, la capacità di sopravvivere in condizioni piuttosto 
aride, non solo garantisce la sopravvivenza nelle heat islands (Oke, 1995), ma verosimilmente 
assicura la disponibilità di un pool di meccanismi antiossidanti che potrebbero contrastare 
possibili effetti dello stress ossidativo indotti da NOX, secondo il principio del stress dynamic 
under continuous stress (Larcher, 2003). La tolleranza all’eccesso di azoto sembra comunque 
un fattore determinante per la presenza di questi organismi negli ambienti urbani più umidi, in 
quanto le specie nitrofile posseggono verosimilmente delle vie metaboliche che sfruttano 
attivamente le elevate concentrazioni di questo elemento (p.es. nel processo fotosintetico, Par. 
7.1.4) e, conseguentemente, saranno quindi capaci di detossificare maggiormente l’eccessivo 
apporto di N indotto dalla presenza di elevate concentrazioni di NOX. 
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